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Prefácio 


A bioquímica é um campo extremamente fascinante e de 
grande utilidade, que tem origem, sem dúvida, a partir do 
interesse em nós mesmos. O bem-estar humano, em espe- 
cial seus aspectos médicos e nutricionais, foi imensamente 
beneficiado pelo rápido crescimento de nosso conhecimento 
sobre bioquímica. De fato, é rara a passagem de um dia se- 
quer sem que haja o relato de uma descoberta bioquímica 
que beneficie uma parcela significativa da população. Novos 
avanços nesse campo em rápida expansão levarão, sem duvi- 
da, a ganhos ainda mais espetaculares em nossa capacidade 
de compreender a natureza e de controlar nossos destinos. É 
essencial, portanto, que indivíduos que iniciam uma carreira 
em ciências biomédicas sejam bem versados em bioquímica. 

Este livro foi elaborado a partir de nossa experiência 
de ensino com estudantes de graduação e pós-graduação 
na University of Pennsylvania e no Swarthmore College, e 
seu objetivo é fornecer a esses estudantes um embasamen- 
to completo em bioquímica. Acreditamos que os estudantes 
que utilizarão este livro têm conhecimento suficiente em 
química geral e em química orgânica, de modo que se encon- 
tram familiarizados com os princípios básicos e a nomencla- 
tura. Também acreditamos que os estudantes já estudaram 
biologia geral, na qual conceitos bioquímicos elementares 
foram discutidos. Aconselha- se, em função dessas necessi- 
dades, que estudantes não possuidores de tais pré-requisitos 
consultem livros introdutórios adequados daqueles assuntos. 

NOVIDADES DESTA EDIÇÃO 

Desde que a 3 a edição de Bioquímica foi publicada em 2004, 
essa área de conhecimento tem crescido muito, com uma 
taxa de aceleração cada vez mais rápida. Essa impressionan- 
te expansão de nosso conhecimento, o trabalho de milhares 
de cientistas talentosos e dedicados, vem se caracterizando 
pelo surgimento de muitos novos paradigmas, bem como por 
um enorme enriquecimento de praticamente todos os aspec- 
tos dessa área de estudo. Por exemplo, o número de estrutu- 
ras de proteínas e ácidos nucleicos conhecidas determinadas 
por técnicas de raios X ou por RM aumentou mais de três 
vezes. Além disso, a qualidade e a complexidade dessas es- 
truturas, que incluem numerosas proteínas de membrana, 
foram significativamente melhoradas, permitindo, assim, 
enormes avanços na compreensão da bioquímica estrutu- 
ral. A bioinformáüca passou a dominar a maneira pela qual 
muitos aspectos da bioquímica são concebidos e praticados. 
Desde que a 3 a edição deste livro foi publicada, o número 
de sequências genômicas conhecidas aumentou mais de 10 
vezes, e o objetivo da medicina personalizada para deter- 
minar a sequência genômica de cada indivíduo parece estar 
perto. De maneira similar, aumentou de modo significativo 
o conhecimento em subáreas como a biologia molecular de 
eucariotos e procariotos, o controle metabóüco, o enovela- 
mento de proteínas, o transporte de elétrons, o transporte 
pelas membranas, a imunologia, a transdução de sinais, etc. 
Metodologias novas e aperfeiçoadas, como microarr anjos de 


DNA, sequenciamento rápido de DNA, RNAi, microscopia 
crioeletrônica, espectroscopia de massas, técnicas de molé- 
cula única e dispositivos robó ticos, são hoje rotineiramente 
usados em laboratórios para responder questões que pare- 
ciam totalmente fora de alcance uma década atrás. De fato, 
esses avanços afetaram o nosso dia a dia, pois mudaram a 
maneira como a medicina é praticada, o modo como cuida- 
mos da nossa própria saúde e a maneira como os alimentos 
são produzidos. 

CAPA 

A capa contém duas pinturas de citocromo c de coração 
equino. A pintura superior, que foi desenhada por Irving 
Geis em colaboração com Richard Dickerson, represen- 
ta a influência das cadeias laterais dos aminoácidos sobre 
o padrão de enovelamento tridimensional da proteína. A 
pintura inferior, também feita por Geis, é o citocromo c ilu- 
minado por seu único átomo de ferro em que suas cadeias 
laterais hidrofóbicas estão desenhadas em verde. Essas pin- 
turas foram feitas nos anos 1970, quando apenas algumas 
estruturas de proteínas eram conhecidas (hoje, em torno de 
70.000 o são); além disso, hoje os computadores pessoais 
que usamos para visualizá-las são muito mais avançados. 
Ele nos lembra que a bioquímica é um processo movido 
pela criatividade da mente humana. Nossas ferramentas 
de visualização evoluíram da caneta, tinta e lápis coloridos 
para computadores e programas sofisticados. Sem criativi- 
dade, contudo, essas ferramentas são de pouca utilidade. 

TEMAS 

Na elaboração deste livro, levamos em consideração diferen- 
tes aspectos. Primeiro, que a bioquímica é um conjunto de co- 
nhecimentos compilados pelos pesquisadores por meio da ex- 
perimentação. Portanto, ao apresentarmos o que é conhecido, 
reforçamos o modo pelo qual esse conhecimento foi adquiri- 
do. Acreditamos que o esforço adicional que o estudante deve 
fazer para acompanhar essa postura é bem-recompensado, 
pois leva à visão crítica necessária ao sucesso em todo esforço 
científico. Embora a ciência seja em geral representada como 
um assunto impessoal, ela é, de fato, uma disciplina molda- 
da por esforços frequentemente individuais de cientistas. Por 
isso, identificamos alguns dos principais nomes que contribuí- 
ram para a bioquímica (a maioria dos profissionais que ainda 
estão ativos) e, em muitos casos, consideramos as abordagens 
experimentais que eles utilizaram para solucionar determina- 
dos problemas bioquímicos. Os estudantes deverão perceber, 
contudo, que a maior parte do trabalho descrito não poderia 
ter sido executada sem o esforço dedicado e frequentemente 
indispensável de numerosos colaboradores. 

A unidade da vida e a sua variação durante a evolução 
constituem o segundo tema dominante ao longo de todo o 
livro. É certo afirmar que, entre as características mais mar- 
cantes da vida na Terra, estão as suas enormes variedade e 
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adaptabilidade. Apesar disso, a pesquisa bioquímica vem de- 
monstrando que todos os seres vivos estão estreitamente rela- 
cionados em nível molecular. Por consequência, as diferenças 
moleculares entre as várias espécies forneceram indicações 
intrigantes de como os organismos evoluíram uns a partir de 
outros e auxiliaram no delineamento de porções funcional- 
mente significativas de suas maquinarias moleculares. 

O terceiro tema principal diz respeito à organização dos 
processos biológicos em redes de controle elaboradas e in- 
terdependentes. Esses sistemas permitem que os organismos 
mantenham ambientes internos relativamente constantes, 
que respondam rapidamente a estímulos externos e que cres- 
çam e se diferenciem. 

Um quarto tema diz respeito à relação bioquímica e 
medicina. Para isso, frequentemente ilustramos princípios 
bioquímicos com exemplos normais e anormais da fisiolo- 
gia humana e discutimos os mecanismos de ação de vários 
fármacos. 

ORGANIZAÇÃO E COBERTURA 

Com a explosão da informação em bioquímica, os profes- 
sores passaram a explorar métodos de ensino mais efica- 
zes, como o aprendizado com base na solução de proble- 
mas, na descoberta e na cooperação. Essas novas técnicas 
de ensino e aprendizagem envolvem maior interação entre 
estudantes e professores e, o que é mais importante, exi- 
gem mais tempo em sala de aula. Portanto, na elaboração 
da 4 a edição deste livro, tivemos de lidar com uma dupla 
pressão: a de aumento do conteúdo e a da inovação pe- 
dagógica. Para tanto, buscamos apresentar a bioquímica 
da maneira mais acurada e abrangente possível, para ser 
transmitida tanto para estudantes como para professo- 
res, à medida que eles são o foco de várias estratégias de 
aprendizado inovadoras. Tratamos do assunto, contudo, 
com a preocupação de que esses novos métodos tendem a 
diminuir significativamente o conteúdo do curso. Por isso, 
elaboramos um livro que permite aos professores direcio- 
narem seus estudantes para áreas de conteúdo que podem 
ser exploradas fora da sala de aula e que também fornece 
material para discussão em aula. 

Relatamos muitos dos avanços que ocorreram nos úl- 
timos sete anos nesta 4 a edição de Bioquímica e, portanto, 
enriquecemos substancialmente quase todas as suas seções. 
Apesar disso, a organização básica da 4 a edição permanece a 
mesma da 3 a edição. 

O livro está organizado em cinco partes: 

Introdução e conhecimentos básicos: abrange um capítu- 
lo introdutório seguido por capítulos que revisam as proprie- 
dades das soluções aquosas e os elementos de termodinâmica. 

II. Biomoléculas: descreve as estruturas e funções das pro- 
teínas, dos ácidos nucleicos, dos carboidratos e dos lipídeos. 

I D. Mecanismos de ação de enzimas: introduz as proprieda- 
des, cinéticas de reação e mecanismos catalíticos das enzimas. 

IV. Metabolismo: discute como os seres vivos sintetizam e 
degradam carboidratos, lipídeos, aminoácidos e nucleotídeos, 
com ênfase na geração e no consumo de energia. 


V. Expressão e transmissão da informação genética: am- 
plia a discussão sobre estrutura de ácidos nucleicos apresen- 
tada na Parte II, seguida pela exposição da biologia molecu- 
lar tanto de procariotos como de eucariotos. 

Essa organização nos permite abranjer as principais áreas da 
bioquímica de maneira lógica e coerente. Contudo, a bioquí- 
mica moderna é assunto de tal abrangência que, para man- 
termos a profundidade de cobertura relativamente uniforme 
ao longo de todo o livro, incluímos mais conteúdo do que 
a maioria dos cursos de bioquímica é capaz de abordar em 
detalhes em um ano. Acreditamos que essa profundidade 
de abordagem é um dos pontos fortes deste livro; ele per- 
mite que o professor ministre o curso conforme seu projeto 
próprio e ainda representa para o estudante uma fonte de 
consulta sobre assuntos bioquímicos não abordados em um 
curso padrão. 

A ordem na qual o assunto é apresentado é mais ou 
menos similar àquela da maioria dos cursos de bioquímica. 
Porém, há aspectos da organização deste livro que merecem 
um comentário especial: 

1. O Capítulo 5 introduz a biologia molecular mais cedo 
na narrativa, em resposta ao papel central que a tecnologia 
de DNA recombinante passou a desempenhar na bioquí- 
mica moderna. O mesmo aconteceu com o próspero cam- 
po da bioinformática, discutido em uma seção separada no 
Capítulo 7. 

2. Dividimos nossa apresentação da termodinâmica em dois 
capítulos. Os princípios termodinâmicos básicos - entalpia, en- 
tropia, energia livre e equilíbrio - são discutidos no Capítulo 3, 
pois são pré-requisitos para a compreensão da bioquímica es- 
trutural e da mecânica e da cinética enzimáticas. Aspectos me- 
tabólicos da termodinâmica - a termodinâmica dos compostos 
de fosfato e as reações de oxidação-redução - são apresentados 
no Capítulo 16, visto que o conhecimento desses assuntos não é 
necessário antes dos capítulos que se seguem. 

3. Técnicas de purificação de proteínas são descritas em um 
capítulo separado (Capítulo 6), que precede as discussões 
sobre a estrutura e a função de proteínas. Escolhemos essa 
ordem para que os estudantes não tenham a sensação de que 
as proteínas são, de algum modo, “tiradas da cartola”. Mas o 
Capítulo 6 foi elaborado como um capítulo de referência, a 
ser consultado sempre que houver necessidade. As técnicas 
de purificação de ácidos nucleicos são também discutidas na- 
quele capítulo, pelas razões antes descritas. 

4. O Capítulo 10 descreve em detalhes as propriedades da 
hemoglobina, para ilustrar concretamente as discussões pre- 
cedentes sobre estrutura e função de proteínas. Ele apresen- 
ta a teoria alostérica, para explicar a natureza cooperativa 
da interação do oxigênio com a hemoglobina. A subsequente 
extensão da teoria alostérica para a enzimologia, no Capítulo 
13, é o assunto seguinte. 

5. Conceitos de controle metabólico são apresentados nos 
capítulos sobre glicólise (Capítulo 17) e metabolismo do gli- 
cogênio (Capítulo 18), abordando geração de fluxo, regula- 
ção alostérica, ciclos de substrato, modificação enzimática 
covalente e cascatas cíclicas, bem como analisa-se o contro- 
le metabóüco. Acreditamos que esses conceitos são melhor 
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compreendidos quando estudados no contexto metabólico 
do que quando considerados como tópicos independentes. 

6. O rápido crescimento de nosso conhecimento sobre a 
transdução biológica de sinais tornou necessário que esse 
importante assunto tivesse um capítulo próprio, agora o 
Capítulo 19. 

7. Não há um capítulo separado para coenzimas. Acredita- 
mos que essas substâncias são mais logicamente estudadas no 
contexto das reações enzimáticas das quais elas participam. 

8. A glicólise (Capítulo 17), o metabolismo do glicogênio 
(Capítulo 18), o ciclo do ácido cítrico (Capítulo 21) e o trans- 
porte de elétrons e a fosforilação oxidativa (Capítulo 22) são 
detalhados como modelos de rotas metabólicas gerais, dando 
ênfase aos muitos mecanismos catalíticos e de controle das 
enzimas envolvidas. Os princípios ilustrados nesses capítulos 
são revistos, mas com menos detalhes, nos outros capítulos 
da Parte IV. 

9. O transporte pelas membranas (Capítulo 20) é visto an- 
tes das rotas metabólicas baseadas em mitocôndrias, como o 
ciclo do ácido cítrico, o transporte de elétrons e a fosforila- 
ção oxidativa. Dessa maneira, a ideia de compartimentaliza- 
ção dos processos biológicos pode ser facilmente assimilada. 
O Capítulo 20 discute também neurotransmissão, na medida 
em que está intimamente envolvida com o transporte pelas 
membranas. 

10. As discussões sobre a síntese e a degradação de lipídeos 
foram colocadas em um único capítulo (Capítulo 25), assim 
como as discussões análogas sobre aminoácidos (Capítulo 
26) e nudeotídeos (Capítulo 28), 

11 . O metabolismo energético é resumido e integrado em 
termos de especialização de órgãos no Capítulo 27, seguindo 
as descrições dos metabolismos de carboidratos, lipídeos e 
aminoácidos. 

12 . Os princípios da biologia molecular de procariotos e 
eucariotos são expandidos, a partir da sua introdução no 
Capítulo 5, em capítulos sequenciais sobre replicação, re- 
paração e recombinação de DNA (Capítulo 30), transcri- 
ção (Capítulo 31) e tradução (Capítulo 32). A seguir, os 
vírus (Capítulo 33) são explorados como paradigmas de 
funções celulares mais complexas, seguindo-se as discus- 
sões sobre expressão genica em eucariotos (Capítulo 34). 


13. Os Capítulos 33, 34 e 35 estão disponíveis em português 
somente em www.grupoa.com.br, tendo recebido o mesmo 
cuidado editorial dos demais capítulos. 

O velho adágio de que se aprende melhor um assunto 
ao ensiná-lo, simplesmente indica que o aprendizado é um 
processo mais ativo do que passivo. Os problemas que apre- 
sentamos no final de cada capítulo foram por isso elabora- 
dos, para permitirem que os estudantes reflitam, em vez de 
meramente repetirem informações pobremente assimiladas 
e logo esquecidas. Poucos dos problemas são triviais, e al- 
guns deles (sobretudo aqueles marcados com um asterisco) 
são bastante difíceis. Acreditamos que resolução correta 
desses problemas seja um dos aspectos mais compensatórios 
do processo de aprendizagem. Somente ao raciocinarem por 
conta própria, de forma longa e intensa, os estudantes po- 
derão formar um corpo de conhecimento verdadeiramente 
próprio. 

Incluímos listas de referências no final de cada capítu- 
lo para fornecer aos estudantes pontos de partida para ex- 
plorações bioquímicas independentes. A vasta literatura de 
pesquisa bioquímica nos impede de citar mais do que alguns 
poucos relatos de pesquisa mais fundamentais. Listamos en- 
tão, preferencialmente, o que acreditamos serem as revisões 
e monografias mais úteis sobre os vários assuntos abordados 
em cada capítulo. 

Finalmente, embora tenhamos feito todo esforço possí- 
vel para que este livro ficasse livre de erros, não temos qual- 
quer ilusão de que tenhamos alcançado esse objetivo em sua 
totalidade. Assim, somos particularmente gratos aos muitos 
leitores das edições anteriores, estudantes ou professores, 
que nos escreveram para trazer sugestões de como melhorar 
o livro e para indicar erros que encontraram. Esperamos sin- 
ceramente que os leitores desta 4 a edição mantenham essa 
prática. 


Donald Voet 
Judith G. Voet 


Materiais Complementares 


PARA PROFESSORES 

• Apresentações em PowerPoint de todas as figuras e ta- 
belas do texto estão otimizadas com linhas líder em negrito 
e etiquetas grandes para projeção em sala de aula. As figuras 
e as tabelas também estão disponíveis para importação como 
arquivos em .jpeg da Galeria de imagens Wiley. (Disponíveis 
em inglês em www.grupoa.com.br*.) 

• Banco de teste feito por Marilee Benore, University of 
Michigan-Dearborn, Dearborn, Michigan e Robert Kane, 
Baylor University, Waco, Texas, possui mais de 1.000 ques- 
tões contendo uma variedade de tipos (múltipla escolha, 
correspondência, preencher o espaço em branco, e respos- 
ta curta). Cada pergunta é avaliada por grau de dificuldade. 
(Disponível em inglês em www.grupoa.com.br*.) 

• Resposta das questões de sala de aula por Rachel 
Milner e Adrienne Wright, University of Alberta, Edmonton, 
Alberta, Canadá, são questões interativas para serem res- 
pondidas em sala de aula, a fim de facilitar a participação e 
a discussão dos alunos. Essas perguntas também podem ser 
utilizadas por professores como questões de pré-teste para 
aj udar a medir o conhecimento dos estudantes de conceitos 
gerais, abordando simultaneamente equívocos comuns. 
(Disponível em inglês em www.wiley.com/college/voet.) 

PARA ESTUDANTES 

Em www.wiley.com/college/voet há recursos on-line (em in- 
glês) para estudantes e professores. Esses recursos são pro- 
jetados para aumentar a compreensão por parte do aluno 
sobre a bioquímica. Ao longo dos capítulos desta obra, eles 
estão indicados com o ícone de um mouse vermelho (jío)- 

Exercícios de bioinformátíca: Um conjunto de exercícios 
abarca os conteúdos e os usos de bases de dados de ácidos 
nucleicos, sequências e estruturas proteicas, inibidores enzi- 
má ticos e outros tópicos. Esses exercícios, escrito por Paul 
Craig, do Instituto de Tecnologia de Rochester, Rochester, 
Nova York, utilizam conjuntos de dados reais, exemplificam 


* Recursos restritos. O professor deverá preencher um cadastro e com- 
provar a docência para poder acessá-los na área do professor. 


questões específicas e induzem os estudantes a obterem in- 
formações a partir de bases de dados on-line, bem como aces- 
sarem as ferramentas de software para analisar tais dados. 
(Disponível em inglês em www.grupoa.com.br.) 

Exp/orações guiadas: 30 apresentações, muitas delas com 
narração, utilizam o recurso de animação de computação 
gráfica para aumentar a compreensão do estudante para cer- 
tos tópicos-chaves. (Disponível em inglês em http://bcs. wiley. 
com/he-bcs/Books?action=mininav&bcsId=6123&itemId=0 
470570954&assetld=238587&resourceld=23387&newwindo 
w=true.) 

Exercícios interativos: 58 estruturas moleculares do livro fo- 
ram apresentadas em Jmol por Stephen Rouse. Jmol é uma 
interface independente de navegador para a manipulação de 
estruturas em três dimensões, e as estruturas estão empare- 
lhadas com perguntas destinadas a facilitar a compreensão de 
conceitos. Um tutorial para o uso do Jmol também está dispo- 
nível. (Disponível em inglês em http://bcs.wiley.com/he-bcs/ 
Books?action=mininav&bcsld=6123&itemld=0470570954&a 
ssetld=240959&resourceld=23667&newwindow=true.) 

Cineimagens: 22 exercícios compreendendo 55 imagens tridi- 
mensionais de proteínas e ácidos nucleicos selecionados que 
podem ser manipulados pelos usuários da maneira sugerida 
no texto. (Disponível em inglês em http://bcs.wiley.com/he- 
-bcs/Books?action-mininav&bcsId=6123&itemId=04705709 
54&assetld=238441&resourceld=23369&newwindow=true.) 

Figuras animadas: 67 figuras do texto, ilustrando vários con- 
ceitos, técnicas e processos, estão apresentadas como anima- 
ções resumidas para facilitar o aprendizado. (Disponível em 
inglês em http ://bcs. wiley .com/he-bcs/Books?action==mininav 
&bcsld=;6123&itemld-0470570954&assetld=238588&resour 
ceId=23388&newwindow=true.) 

Estudos de caso: 30 estudos de casos relatado por Kathleen 
Cornely, Providence College, Providence, Rhode Island, 
utilizam a aprendizagem baseada em problemas para pro- 
mover a compreensão de conceitos bioquímicos. Cada caso 
apresenta dados da literatura e faz perguntas que exigem 
dos alunos a aplicação de princípios sobre novas situações, 
frequentemente envolvendo tópicos de vários capítulos do 
livro. (Disponível em inglês em www.grupoa.com.br.) 
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LISTA DOS RECURSOS IDENTIFICADOS COM él AO LONGO DO LIVRO 

Em www.wiley.com/college/voet são encontrados os seguintes recursos, identificados no texto com o ícone de um mouse ver- 
melho ou nota de margem. 


Capítulo Tipo de mídia Título Referência no texto Página 


2 Ácidos, Bases 
e Tampões, 

Figura Animada 

Curvas de ütulaçao ácido-base de soluçoes de 1L de 
ácido acético, H 2 PO 4 e NH 4 1M, por uma base forte 

Figura 2.11 

47 


Figura Animada 

Curva de titulação de uma solução de 1L de H 3 P0 4 1M 

Figura 2. 13 

49 

4 Aminoácidos 

Figura Animada 

Curva de titulação da glicina 

Figura 4.6 

72 

5 Ácidos 

Exercício de Cineimagem 

2.1. B-DNA 

Figura 5.11 

89 

Nucleicos, 
Expressão 
gênica e 

Exercício Interativo 

1. B-DNA 

Figura 5.11 

89 

Exercício de Cineimagem 

2.2,17.2.0 par de bases de Watson-Crick 

Figura 5. 12 

89 

tecnologia 
do DNA 
recombinante 

Figura Animada 

Demonstração da natureza semiconservativa da 

replicação do DNA em E. coli por ultracentrifugação 
de gradiente de densidade 

Figura 5. 13 

91 


Figura Animada 

Espectro de absorbância UV das bases de áddo 
nucleico e de DNA 

Figura 5.15 

92 


Figura Animada 

Exemplo de uma curva de fusão do DNA 

Figura 5.16 

93 


Exploração Guiada 

1 : Visão geral da transcrição e da tradução 

Seção 5.4 

95 


Exploração Guiada 

2: Regulação da expressão gênica pelo sistema repressor 
lac 

Figura 5.25 

97 


Figura Animada 

Construção de uma molécula de DNA recombinante 

Figura 5.44 

109 


Figura Animada 

Clonagem de DNA externo em fagos A. 

Figura 5.47 

111 


Exploração Guiada 

3: PCR e mutagênese sítio-dirigido 

Seção 5.5F 

114 


Figura Animada 

Mutagênese sítio-dirigida 

Figura 5.55 

119 

6 Técnicas de 

Figura Animada 

Um ensaio Elisa ( enzyme-linked immunosorbent assay ) 

Figura 6. 1 

132 

Purificação de 
Proteínas e 
ácidos Nucleicos 

Figura Animada 

Cromatografia de troca iônica usando eluição passo a passo 

Figura 6.6 

136 

Figura Animada 

Cromatografia de gel filtração 

Figura 6.9 

139 

7 Estruturas 

Exploração Guiada 

4: Determinação da sequência proteica 

Seção 7. 1 

164 

Covalentes de 
Proteínas e 
Ácidos Nucleicos 

Figura Animada 

Degradação de Edman 

Figura 7.4 

167 

Figura Animada 

A sequencia de aminoácidos de uma cadeia polipeptídica 
determinada por comparação de sequências de dois 
grupos de fragmentos peptídicos mutuamente 
sobrepostos 

Figura 7.6 

171 


Exploração Guiada 

5: Determinação da sequência de DNA pelo 
método de terminação de cadeia 

Seção 7.2A 

176 


Exploração Guiada 

6 : Bioinformática 

Seção 7.4 

194 

8 Estruturas 
Tridimensionais 
de Proteínas 

Exercício de Cineimagem 

3.1. O grupo peptídico 

Figuras 8. 1, 8.2, 
8.4 

221, 

222, 

223 


Exploração Guiada 7: Hélices estáveis em proteínas: a a-hélice 

Seção 8.1 B 

225 

Exercício de Cineimagem 3.2. A a-hélice 

Figuras 8. 1 1, 
8.12 

226, 

227 
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Capítulo 


9 Dobramento 
e Dinâmica 
Proteico e 
Evol ução 
Estrutural 


Tipo de mídia 

Título 

Referência no texto 

Página 

Figura Animada 

A a-hélice voltada para direita 

Figura 8.11 

226 

Exploração Guiada 

8: Ligação de hidrogênio em folhas |3 

Seção 8. 1C 

229 

Exploração Guiada 

9: Estruturas secundárias em proteínas 

Seção 8.1 C 

229 

Exercício de Cine imagem 

3.3. Folhas (3 plissadas 

Figuras 8. 16, 
8.17, 8.18 

229, 

230, 
231 

Figura Animada 

Folhas |3 plissadas 

Figura 8.16 

229 

Exercício Interativo 

2. Triose-fosfato isomerase 

Figura 8.19 

231 

Exercício de Cineimagem 

3.4. Curvas beta (volta reversa) 

Figura 8.22 

233 

Exercício de Cineimagem 

4.1, 4.2, Super-hélices 

Figura 8.26 

235 

Exercício de Cineimagem 4.3, 4.4. Colágeno 

Figuras 8.29, 
8.30 

237 

Exercício de Cineimagem 6.1. Desoximioglobina 

Figura 8.39 

245 

Exercício Interativo 

3. Anidrase carbônica humana 

Figura 8.41 
(também 
Figura 15.5) 

246 

(também 

512) 

Exercício Interativo 

4. Citocromo c cardiac equino 

Figura 8.42 

247 

Exercício de Cineimagem 5.1 Citocromos c 

Figura 8.42 

247 

Exercício de Cineimagem 

3.2. A a-hélice 

Figura 8.43 

248 

Exercício de Cineimagem 

3.3. Folhas 3 plissadas 

Figura 8.44 

249 

Exercício Interativo 

5. Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase 

Figura 8.45 

249 

Figura Animada 

Algumas simetrias possíveis de proteínas com 
protômeros idênticos 

Figura 8. 65 

268 

Figura Animada 

Reações catalisadas pela proteína dissulfeto 
isomerase (PDI) 

Figura 9.15 

290 

Exploração Guiada 

10: Evolução proteica 

Seção 8. 6A 

316 

Exploração Guiada 

5.1. Citocromos c 

Figura 9.41 

317 
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Capítulo 

1 O Hemoglobina: 
Função Proteica 
no Microcosmo 


1 1 Açúcares e 
Polissacarídeos 


1 2 Lipídeos e 
Membranas 


Tipo de mídia 


Título 


Referência no texto Página 


Figura Animada 


Figura Animada 


Curvas de dissociação de oxigênio de Mb e de Hb 
em sangue total 


Figura 10.3 


O efeito de BPG e C0 2 , separado ou em combinação, Figura 10.8 
sobre a curva de dissociação de 0 2 da hemoglobina 
comparada com aquela do sangue total (curva 
vermelha) 

Exercício de Cineimagem 6.1. Desoximioglobina Figuras 10.11, 

10.12 


Exercício de Cineimagem 6.2, 6.3. Hemoglobina e mioglobina 
Exercício de Cineimagem 6.4. Estrutura da hemoglobina 


Figura Animada 


Mecanismo de disparo para transição de Hb T ->R 


Figura 10.13 

Figuras 10.15, 

10.16 

Figura 10.16 


326 


330 


332 , 

333 

334 
336 

336 


Exercício de Cineimagem 6.5. Mudanças conformacionais na interface 

da hemoglobina 

Exercício de Cineimagem 6.3. Ligação de BPG na desoxiHb 


Exercício de Cineimagem 7.1. D-Glicopiranose 

Exercício de Cineimagem 7.2. Sacarose 

Exercício de Cineimagem 7.3. Ácido hialurônico 

Exercício de Cineimagem 7.4. Estrutura de um carboidrato complexo 

Exploração Guiada 11: Estrutura da membrana e o modelo do 

mosaico fluido 


Figura 10.17 337 


Figura 10.21 341 


Figuras 11.5, 
11.7 

Figura 11.13 
Figura 11.21 
Figura 11.32 


Figuras 12.15, 
12.16, 12.20 


362 , 

363 

367 

371 

379 

396 , 

397 , 
400 


Exercício de Cineimagem 

8.1. Bacteriorrodopsina 

Ftgura 12.25 

403 

Exercício de Cineimagem 8.2. Centro de reaçao fotossintética 

Figura 12.26 

404 

Exercício de Cineimagem 8.3. Porina 

Figura 12.27 

405 

Figura Animada 

A síntese ribosomal, inserção na membrana, e 
glicosilação inicial de uma proteína integral pela 
via secretória 

Figura 12.46 

421 

Figura Animada 

Modelo para o transporte de triadlglicerol e 
colesterol plasmáticos em humanos 

Figura 12.86 

452 
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xvíi 


Capítulo 


Tipo de mídia Título 


Referência do texto Página 


1 3 Introdução 

Figura Animada 

A velocidade da reação catalizada pela ATCase 

Figura 13.5 

475 

às enzimas 


em função da concentração de aspartato 




Exercício de Cineimagem 

11.1. Estrutura da ATCase 

Hg uras 13.7, 

476, 




13.9 

478 


Exercício de Cineimagem 11.2. Mudanças conformacionais na ATCase 

Figura 13.9 

478 

1 4 Velocidade 

Exploração Guiada 

12: Cinética de Michaelis-Menten, gráficos de 

Seção 14.2 

487 

das Reações 


Lineweaver-Burk e inibição enzimática 



Enzimáticas 

Figura Animada 

Curvas do progresso dos componetes de uma reação 
de Michaelis-Menten simples 

Hgura 14.7 

488 


Figura Animada 

Gráfico da velocidade inicial de uma reação de 

fígura 14.8 

489 



Michaelis-Menten simples versus a concentração 
do substrato [S] 




Figura Animada 

Um gráfico duplo-recíproco (Lineweaver-Burk) 

Hgura 14.9 

490 


Figura Animada 

Gráfico de Lineweaver-Burk de uma enzima de 

Hgura 14. 12 

494 



Michaelis-Menten competitivamente inibida 
descrita pela Figura 14.11 




Figura Animada 

Gráfico de Lineweaver-Burk de uma enzima de 
Michaelis-Menten simples na presença de um 
inibidor não competitivo 

Hgura 14. 13 

495 


Figura Animada 

Gráfico de Lineweaver-Burk de uma enzima de 

Hgura 14.14 

496 



Michaelis-Menten simples na presença de um 
inibidor misto 



1 5 Catálise 

Exercício Interativo 

3. Anidrase carbônica humana 

Figura 15.5 

512 

Enzimática 

Figura Animada 

Diagrama de reação coordenada para uma reação 
hipotética catalisada enzimaticamente envolvendo 

Hgura 15.7 

516 



um único substrato (azul) e a reação não catalisada 
correspondente (vermelho) 




Exercício Interativo 

6. Lisozima HEW complexada com (NAG) 6 

Hgura 15.10 

518 

Exercício de Cineimagem 9. Lisozima 

Figuras 15.10, 
15.12, 15.14, 

518, 

519, 
521 

Figura Animada 

Conformaçoes em cadeira e em barco 

Hgura 15.11 

519 

Exercício de Cineimagem 10.1. Visão geral da estrutura de um complexo 

tripsin a/inibidor 

Hgura 15.19 

528 

Exploração Guiada 

12: O mecanismo catalítico das serino-proteases 

Seção 15.3C 

531 

Exercício de Cineimagem 10.2. Comparaçao evolucionária de tripsina, 

Hgura 15.22 

531 


quimotripsina e subtilisina 
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Capitulo 

Tipo de mídia 

Título 1 

Referência do texto 

Página 


Exercício de Cineimagem 10.3. Um estado de transiçao de um análogo ligado 

à quimotripsina 

Figura 15.25 

534 


Exercício de Cineimagem 10.4. Compração entre quimotripsina e 

quimotripsinogênio 

Figura 15.28 

538 


Exercício Interativo 

7. Protease do HIV-1 

Figura 15.38 

548 

1 7 Glicólise 

Exploração Guiada 

14: Visão geral da glicólise 

Seção 17.2 

595 


Figura Animada 

Degradação de glucose via glicolítica 

Figura 17.3 

596 


Exercício Interativo 

8. Mudanças conformacionais na hexocinase de 
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Em geral, é fácil determinar se alguma coisa é viva ou não. 
Isso porque os seres vivos apresentam muitos atributos em 
comum, como a capacidade de extrair energia dos nutrientes 
para realizar suas várias funções, o poder de responder ativa- 
mente a mudanças no seu ambiente e a capacidade de cres- 
cer, diferenciar-se e - talvez o mais característico de todos 
- reproduzir-se. É claro que um dado organismo pode não 
ter todas essas características. As mulas, por exemplo, que 
obviamente são seres vivos, raramente se reproduzem. Já, a 
matéria inanimada pode apresentar algumas propriedades 
vitais. Por exemplo, os cristais podem aumentar de tamanho 
quando imersos em uma solução supersaturada do material 
que os compõe. Por isso, a vida, assim como muitos outros 
fenômenos complexos, talvez não possa ser definida de uma 
forma precisa. Contudo, Norman Horowitz propôs um con- 
junto de critérios úteis para os sistemas vivos: a vida possui as 
propriedades de replicação, catálise e mutabilidade. A maior 
parte deste texto se refere à maneira pela qual os organismos 
vivos demonstram essas propriedades. 


A bioquímica é o estudo da vida no seu nível molecular. 

0 significado desse estudo é bastante aprimorado se estiver 
relacionado com a biologia dos organismos correspondentes 
ou mesmo de comunidades de tais organismos. Por isso, este 
capítulo introdutório começa com uma sinopse do campo 
biológico. A sinopse é seguida por um resumo de bioquímica, 
uma revisão de genética, uma discussão da origem da vida e, 
finalmente, uma introdução à literatura bioquímica. 

1 PROCARIOTOS 

Há muito tempo se reconhece que a vida baseia-se em uni- 
dades morfológicas conhecidas como células. A formulação 
deste conceito é atribuída a um artigo de 1838 de autoria de 
Matthias Schleiden e Theodor Schwann, mas sua origem 
pode estar em observações feitas, no século XVII, pelos pri- 
meiros microscopistas, como Robert Hooke. As células são 
classificadas em dois grupos principais: os eucariotos (do 
grego: eu, bom ou verdadeiro + karion, grão ou noz), que 
possuem um núcleo envolto por uma membrana contendo o 
DNA (ácido desoxirribonucleico), e os procariotos (do gre- 
go: pro, antes), que não possuem núcleo. Os procariotos, que 
compreendem os vários tipos de bactérias, possuem estrutu- 
ras relativamente simples e são invariavelmente unicelulares 
(embora possam formar filamentos ou colônias de células 
independentes). Estima-se que representem a metade da 
biomassa da Terra. Os eucariotos, que podem ser tanto uni- 
celulares como multicelulares, são muito mais complexos do 
que os procariotos (os vírus são entidades que, embora muito 
mais simples do que as células, não são classificadas como or- 
ganismos vivos, pois não possuem o aparato metabólico para 
se reproduzir fora de suas células hospedeiras. Os vírus são, 
essencialmente, grandes agregados moleculares). Esta seção 
apresenta os procariotos. Os eucariotos serão estudados na 
seção seguinte. 

A. Forma e função 

Os procariotos são os organismos mais numerosos e mais 
disseminados na Terra. A razão está no seu metabolismo 
variado e muitas vezes altamente adaptável, que os ajusta 
a uma enorme variedade de habitats. Além de habitar nos- 
so meio ambiente moderado e aeróbio, certos tipos de bac- 
térias proliferam, ou mesmo requerem, condições que são 
hostis para os eucariotos, como por exemplo meio químico 
incomum, altas temperaturas (até 130°C) e até mesmo falta 
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de oxigênio. Além do mais, sua alta taxa reprodutiva (divi- 
são celular a cada 20 minutos para muitas espécies) permite 
que tirem proveito das condições temporariamente favorá- 
veis; já, a capacidade que muitas bactérias apresentam de 
formar esporos resistentes permite a sobrevivência em con- 
dições adversas. 

a. Os procariotos têm uma anatomia relativamente simples 
As células procariótícas, observadas pela primeira vez 
em 1683 pelo inventor do microscópio, Ànlonie van 
Leeuwenhoek, têm tamanhos que variam de 1 a 10 |xm. Elas 
apresentam três formas básicas (Fig. 1.1): esferoidal (cocos), 
em forma de bastão (bacilos), ou helicoidal (espirilos), mas 
todas apresentam o mesmo esquema geral (Fig. 1.2). Como 
todas as células, elas são delimitadas por uma membrana 
celular de —70 Ã de espessura (membrana plasmática), que 
consiste em uma bicamada lipídica contendo proteínas inse- 
ridas que controlam a passagem de moléculas para dentro 
e para fora da célula e catalisam uma grande variedade de 
reações. As células da maioria das espécies procarióticas são 
envoltas por uma parede celular polissacarídica rígida e com 
espessura de 30 a 250 À que protege a célula contra dano me- 
cânico e impede sua ruptura em meio hipotônico. Algumas 
bactérias ainda são revestidas por uma cápsula polissacarí- 
dica gelatinosa que as protege das defesas dos organismos 
superiores. Apesar dos procariotos não possuírem as orga- 
nelas subcelulares características dos eucariotos (Seção 1.2), 
sua membrana plasmática pode ser dobrada em estruturas 
multicamadas conhecidas como mesossomos. Os mesosso- 
mos serviriam de local para a replicação do DNA e outras 
reações enzimáticas especializadas. 

O citoplasma procariótico (conteúdo celular) não é uma 
sopa homogênea. Seu cromossomo único (molécula de DNA 
que pode estar presente em várias cópias em uma célula em 
rápida proliferação) se condensa e forma uma estrutura co- 
nhecida como nucleoide. O citoplasma contém também nu- 
merosas espécies de RNA (ácido ribonucleico), uma grande 
variedade de enzimas solúveis (proteínas que catalisam rea- 
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FIGURA 1.1 Dustrações em escala de algumas células proca- 
rióticas. 

ções específicas) e muitos milhares de partículas com diâme- 
tro de 250 À, conhecidas como ribossomos, que são os locais 
de síntese proteica. 

Muitas células bacterianas possuem apêndices semelhan- 
tes a chicotes, conhecidos como flagelos, que são usados para 
locomoção (Seção 35.31). Determinadas bactérias possuem 
também projeções filamentosas denominadas pili , sendo que 
algumas delas funcionam como canais para o DNA durante 
a conjugação (processo no qual o DNA é transferido de uma 
célula para outra; os procariotos em geral se reproduzem por 
fissão binária) ou auxiliam na adesão das bactérias às células 
do organismo hospedeiro. 
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FIGURA .2 Desenho esquemático de uma célula procariótica. 
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FIGURA 1.3 Micrografias eletrônicas de células de E. coli. (a) Coloração mostrando a estrutura interna. 
(b) Coloração mostrando flagelos e pili. (Cortesia de Howard Berg, Harvard University, EUA.) 


A bactéria Escherichia coli (abreviada como E. coli 
e denominada de acordo com o seu descobridor Theodor 
Escherich) é o organismo melhor caracterizado biologica- 
mente devido ao seu estudo genético e bioquímico intensivo 
ao longo dos últimos 70 anos. Na verdade, muitos dos assun- 
tos deste texto tratam da bioquímica da E. coli. As células 
deste habitante normal do colo de mamíferos superiores (Fig. 
1.3) têm a forma de bastão com 2 pm de comprimento, 1 pm 
de diâmetro e peso de ~2 X 10” 12 g. Seu DNA, com uma 
massa molecular de 2,5 X 10 9 daltons (Da)*, codifica cerca de 
4.300 proteínas (das quais foram identificadas somente cerca 
de 60 a 70%), embora estejam presentes na célula somente 
cerca de 2.600 em um dado momento. De modo geral, uma 
célula de E. coli contém de 3 a 6 mil tipos diferentes de molé- 
culas, incluindo proteínas, ácidos nucleicos, polissacarídeos, 
lipídeos e várias moléculas pequenas e íons (Tabela 1.1). 

b. Os procariotos utilizam uma ampla variedade de fontes de 
energia metabólica 

As necessidades nutricionais dos procariotos são muito varia- 
das. Os autotróflcos (do grego: auto, próprio + trophikos , ali- 
mentar) sintetizam todos os seus constituintes celulares a partir 
de moléculas simples como H z O, C0 2 , NH 3 e H 2 S. Obviamente, 
necessitam de uma fonte de energia para isso, assim como para 
realizar suas outras funções. Os quimiolitotróficos (do grego: 
lithos, pedra) obtêm sua energia pela oxidação de compostos 
inorgânicos como NH 3 , H 2 S, ou mesmo Fe 2 ": 

2 NH 3 + 40, > 2 HN0 3 + 2 H 2 0 

H 2 S + 2 0 2 » H 2 S0 4 

4 FeCO; + 0 2 + 6 H 2 0 » 4 Fe(OH) 3 + 4 C0 2 


* A massa molecular de uma partícula pode ser expressa em unidades 
de daltons, definidas como 1/12 da massa de um átomo de C (unidade 
de massa atômica [uma]). Esta quantidade também pode ser expressa 
em termos de peso molecular, definida como a relação da massa da par- 
tícula com 1/12 da massa do átomo de C e simbolizada por Mr (massa 
molecular relativa). Neste texto, será feita referência à massa molecular 
de uma partícula e não ao seu peso molecular. 


TABELA 1.1 Composição molecular de E. coli 


Componente 

Porcentagem por peso 

h 2 o 

70 

Proteína 

15 

Ácidos nucleicos: 

DNA 

1 

RN A 

6 

Polissacarídeos e precursores 

3 

Lipídeos e precursores 

2 

Outras moléculas orgânicas pequenas 

1 

íons inorgânicos 

1 


Fonte: Watson, J.D., Molecular Biology of the Gene (3rd ed.), p. 69, Benjamin 
(1976). 


De falo, estudos revelaram a existência de grandes colônias 
quimiolitotróficas de crescimento extremamente lento, que 
vivem a uma profundidade de 5 quilômetros abaixo da terra 
e cuja biomassa total parece rivalizar com a dos organismos 
habitantes da superfície. 

Os fotoautotróficos são os autotróficos que obtêm ener- 
gia por meio da fotossíntese (Capítulo 24), um processo no 
qual a energia luminosa impulsiona a transferência de elé- 
trons de doadores inorgânicos para o C0 2 , gerando carboi- 
dratos [(CFL,0)J. Na forma mais difundida de fotossíntese, 
a H 2 0 é o doador de elétrons na sequência de reações impul- 
sionadas pela luz. 

n C0 2 + n H 2 0 > CH 2 0„ + n 0 2 

Esse processo é realizado pelas cianobactcrias (p. ex., os or- 
ganismos verdes viscosos que crescem nas paredes dos aquá- 
rios; estas bactérias eram antigamente conhecidas como al- 
gas azul-esverdeadas) e também pelas plantas. Acredita-se 
que essa forma de fotossíntese tenha gerado o 0 2 na atmos- 
fera terrestre. Algumas cianobactérias têm a capacidade de 
converter o N 2 da atmosfera em compostos orgânicos nitro- 
genados. Essa capacidade de fixação de nitrogênio lhes su- 
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pre as necessidades nutricionais mais simples entre todos os 
organismos: com exceção de sua necessidade de pequenas 
quantidades de minerais, elas podem viver literalmente do 
ar e da luz do sol. 

Em uma forma mais primitiva de fotossíntese, substân- 
cias como H 2 , H 2 S, tiossulfato ou compostos orgânicos são 
os doadores de elétrons nas reações impulsionadas pela luz 

n C0 2 + 2 n H 2 S > CH 2 0„ + n H 2 0 + 2 n S 

As bactérias fotossintéticas púrpuras e verdes, que rea- 
lizam esses processos, ocupam habitats sem oxigênio, como 
lagoas rasas e barrentas, nos quais a putrefação da matéria 
orgânica gera H 2 S. 

Os heterotróficos (do grego: hetero, diferente) obtêm 
energia por meio da oxidação de compostos orgânicos, sen- 
do dependentes dos autotróficos para essas substâncias. Os 
aeróbios obrigatórios (que incluem os animais) utilizam o 
0 2 , enquanto os anaeróbios utilizam agentes oxidantes como 
sulfato (bactérias redutoras de sulfato) ou nitrato (bactérias 
desnitrificantes) . Muitos organismos degradam parcialmente 
vários compostos orgânicos por meio de um processo intra- 
molecular de oxidação -redução conhecido como fermen- 
tação. Os anaeróbios facultativos, como a E. coli, podem 
proliferar tanto na presença como na ausência de O,. Já os 
anaeróbios obrigatórios são envenenados na presença do 
0 2 . Acredita-se que seu metabolismo seja semelhante ao das 
formas vivas mais primitivas (que surgiram há mais de 3,8 
bilhões de anos, quando não havia 0 2 na atmosfera da Terra; 
Seção 1.5B). De qualquer forma, existem poucos compostos 
orgânicos que não possam ser metabolizados por organismos 
procarióticos. 

B. Classificação dos procaríotos 

Os métodos tradicionais de taxonomia (a ciência da classi- 
ficação biológica) que se fundamentam primariamente nas 
comparações anatômicas entre organismos atuais e fósseis 
não são aplicáveis aos procariotos. Isso se deve às suas estru- 
turas celulares relativamente simples, inclusive as das bacté- 
rias ancestrais reveladas pelos vestígios microfósseis, que for- 
necem pouca indicação de seu relacionamento filogenético 
(filogcnia: desenvolvimento evolutivo). Parte desse proble- 
ma está no fato de que os procariotos exibem uma correlação 
pequena entre forma e função metabólica. Além disso, a de- 
finição eucariótica de espécie como uma população que pode 
cruzar não tem sentido no caso dos procariotos, que se re- 
produzem assexuadamente. Consequentemente, os sistemas 
convencionais de classificação procariótica são arbitrários e 
carentes das conexões evolutivas do sistema de classificação 
eucariótico (Seção 1.2B). 

No sistema de classificação mais amplamente utilizado, 
os procariotos (também conhecidos como monera) dividem- 
-se em dois grupos: as cianobactérias e as bactérias. As bacté- 
rias são subdivididas em 19 subgrupos com base em suas ca- 
racterísticas distintas, particularmente a estrutura celular, o 
comportamento metabólico e as propriedades de coloração. 

Uma classificação mais simples, com base nas proprie- 
dades da parede celular, distingue três tipos principais de 
procariotos: os micoplasmas, as bactérias gram-positivas e 
as bactérias gram-negativas. Os micoplasmas não possuem 


parede celular rígida, encontrada nos demais procariotos. 
Eles são os menores seres vivos (com 0,12 fxm de diâmetro, 
Fig. 1.1) e possuem —20% do total de DNA de uma E. coli 
Presumivelmente, essa quantidade de informação genética 
está próxima da quantidade mínima necessária para espe- 
cificar a maquinaria metabólica essencial requerida para a 
vida celular. As bactérias gram-positivas são distinguidas 
das gram-negativas de acordo com a capacidade de cap- 
tar a coloração de Gram (procedimento desenvolvido por 
Christian Gram em 1884, no qual as células fixadas pelo 
calor são tratadas sucessivamente com corante roxo cristal 
e iodo e descoradas com etanol ou acetona). As bactérias 
gram-negativas possuem uma membrana externa comple- 
xa que envolve sua parede celular e exclui a coloração de 
Gram, enquanto as gram-positivas não possuem essa mem- 
brana (Seção 11.3B). 

O desenvolvimento, nas últimas décadas, de técnicas 
para a determinação das sequências de aminoácidos das 
proteínas (Seção 7.1) e das sequências de bases dos áci- 
dos nucleicos (Seção 7.2A) tem proporcionado indicações 
abundantes das relações genealógicas entre os organismos. 
Na verdade, essas técnicas tornam possível colocar essas re- 
lações em termos quantitativos e, assim, construir um siste- 
ma de classificação com embasamento filogenético para os 
procariotos. 

Por meio da análise das sequências do RNA ribossômi- 
co, Cari Woese mostrou que um grupo de procariotos que 
ele denominou Archaea (também conhecido como células 
arqueais) tem uma relação tão distante com os outros pro- 
cariotos, as Bactéria (também chamadas de eubactérias), 
quanto os dois grupos de procariotos estão em relação aos 
Eukarya (os eucariotos). O grupo Archaea pareceu, a princí- 
pio, constituir três tipos de organismos incomuns: os metano- 
gênicos, anaeróbios obrigatórios que produzem metano (gás 
do pântano) pela redução do C0 2 com H 2 ; as halobactérias, 
que vivem somente em soluções salinas concentradas ( > 2 M 
NaCl); e determinadas termo acidó filas, organismos que ha- 
bitam fontes termais ácidas ( — 90°C e pH < 2). No entanto, 
evidências recentes indicam que —40% dos microrganismos 
marinhos são Archaea, sendo assim a forma de vida mais co- 
mum na Terra. 

Com base no número de características bioquímicas fun- 
damentais diferenciais entre os grupos Archaea, Bactéria e 
Eukarya, mas que são comuns dentro de cada grupo, Woese 
propôs que esses grupos de organismos constituíssem os três 
super-reinos ou domínios primários de descendência evolu- 
tiva (em vez da divisão tradicional em procariotos e euca- 
riotos). Contudo, determinações de sequências revelaram 
que os Eukarya compartilham com os Archaea similaridades 
de sequência que não compartilham com o grupo Bactéria. 
Evidentemente, Archaea e Bactéria divergiram a partir de 
alguma forma de vida primordial e Eukarya divergiu de 
Archaea, como indica a árvore fílogenética da Fig. 1.4. 

2 EUCARIOTOS 

As células eucarióticas em geral têm um diâmetro de 10 a 
100 |jim, tendo por isso um volume até um milhão de vezes 
maior do que o das procarióticas. Contudo, o que melhor 
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FIGURA 1.4 Árvore filogenética. Esta “ár- 
vore genealógica” indica as relações evolutivas 
entre os três domínios de seres vivos. A raiz 
representa o último ancestral comum a todas 
as formas de vida da Terra. (Segundo Wheelis, 
M.L., Kandler, O., and Woese, C.R., Proc. 
Natl. Acad. Sei. 89, 2931 [1992].) 


caracteriza as células eucarióticas não é o tamanho, mas sim 
uma profusão de organelas delimitadas por membranas, e 
cada uma delas com uma função especializada (Fig. 1.5). Na 
verdade, a estrutura e as funções eucarióticas são mais com- 
plexas do que as procarióticas em todos os níveis de organi- 
zação, começando pelo nível molecular. 

Os eucariotos e os procariotos se desenvolveram de 
acordo com estratégias evolutivas fundamentalmente dife- 


rentes. Os procariotos exploraram as vantagens da simpli- 
cidade e da miniaturização: sua rápida velocidade de cres- 
cimento lhes permite ocupar nichos ecológicos onde podem 
acontecer flutuações drásticas nos nutrientes disponíveis. A 
complexidade dos eucariotos, por lhes conferir um tamanho 
maior e um crescimento mais lento do que os procariotos, 
proporciona uma vantagem competitiva em ambientes está- 
veis com recursos limitados (Fig. 1.6). Por isso, é errado con- 





Centríolos 

Aparelho 
de Golgi 


Ribossomos 

livres 


Retículo 
endoplasmático 


Retículo 

endoplasmático 

rugoso 


Retículo endoplasmático liso 


Vacúolo 


Mítocôndria 

Lisossomo Membrana celular 


Membrana nuclear 


Núcleo 


Nucléolo 
Cromatina 


FIGURA 1.5 Desenho esquemático de uma célula animal, juntamente com micrografias eletrônicas de suas organelas. (Núcleo: 
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siderar os procariotos evolutivamente primitivos em relação 
aos eucariotos. Ambos são bem adaptados aos seus respecti- 
vos estilos de vida. 

Os mais antigos microfósseis de eucariotos conhecidos 
datam de 1,4 bilhão de anos, ou seja, 2,4 bilhões de anos após 
o surgimento da vida. Essa observação apoia a noção clássi- 
ca de que os eucariotos são descendentes de um procarioto 
altamente desenvolvido, possivelmente um micoplasma. No 
entanto, as diferenças entre os eucariotos e os procariotos 
modernos são tão profundas que tornam essa hipótese im- 
provável. Talvez os eucariotos primitivos que, de acordo com 
as evidências de Woese, teriam evoluído de uma forma de 
vida primordial tenham sido relativamente mal sucedidos e 
por isso são raros. Somente após terem desenvolvido algu- 
mas das complexas organelas descritas na seção seguinte eles 
se tornariam suficientemente abundantes para gerar rema- 
nescentes fósseis significativos. 

A. Arquitetura ce/u/ar 

As células eucarióticas, assim como as procarióticas, estão 
envoltas por uma membrana plasmáüca. O grande tamanho 
das células eucarióticas faz com que as relações superfície- 
-volume sej am muito menores do que as dos procariotos (a 
área da superfície de um objeto aumenta com o quadrado de 
seu raio, enquanto o volume aumenta com o cubo). Essa res- 
trição geométrica, acoplada ao fato de que muitas enzimas 
essenciais estão associadas à membrana, racionaliza parcial- 


mente a grande quantidade de membranas intracelulares en- 
contradas nos eucariotos (a membrana plasmática constitui 
< 10% do total de membranas em uma célula eucariótica) . 
Uma vez que todas as substâncias que entram ou saem da cé- 
lula devem de alguma forma atravessar a membrana plasmá- 
tica, a superfície de muitas células eucarióticas é aumentada 
por numerosas projeções e/ou invaginações (Fig. 1.7). Além 
disso, porções da membrana plasmática frequentemente in- 
vaginam, em um processo conhecido como endocitose, de 
forma que a célula engloba porções do meio externo. Assim, 
as células eucarióticas podem englobar e digerir partículas de 
alimento, como bactérias, enquanto os procariotos são limi- 
tados à absorção de moléculas individuais de nutrientes. O 
inverso da endocitose, conhecido como exodtose, é um me- 
canismo secretor eucariótico comum. 

a. O núcleo contém o DNA celular 

O núcleo, a organela mais visível da célula eucariótica, é o 
repositório da informação genética. Essa informação está co- 
dificada na sequência de bases das moléculas de DNA que 
formam o número de cromossomos característico de cada 
espécie. Os cromossomos consistem em cromatina, um com- 
plexo de DNA e proteínas. A quantidade de informação ge- 
nética contida nos eucariotos é enorme; uma célula humana, 
por exemplo, possui 700 vezes mais DNA do que E. coli (em 
termos comumente associados com a memória dos computa- 
dores, o genoma [complemento genético] de cada célula hu- 
mana corresponde a 800 megabytes de informação - cerca de 
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FIGURA 1.7 Micrografia eletrônica de varredura de um 
fibroblasto. (Cortesia de Guenther Albrecht-Buehler, 
Northwestern University, EUA.) 

200 vezes o conteúdo de informação deste texto) . Dentro do 
núcleo, a informação genética codificada pelo DNA é trans- 
crita em moléculas de RN A (Capítulo 31), as quais, após ex- 
tenso processamento, são transportadas para o citoplasma 
(nos eucariotos, é o conteúdo celular fora do núcleo), onde 
direcionam a síntese ribossômica de proteínas (Capítulo 32) . 
O envelope nuclear é constituído de uma membrana dupla 
perfurada por numerosos poros com —90 À de largura que 
regulam o fluxo de proteínas e de RNA entre o núcleo e o 
citoplasma. 

O núcleo da maioria das células eucarióticas contém 
pelo menos um corpo escuro, conhecido como nudéolo, que 
consiste no local de montagem dos ribossomos. Ele contém 
segmentos cromossômicos que carregam múltiplas cópias de 
genes que codificam o RNA ribossômico. Esses genes são 
transcritos no nucléolo, e o RNA resultante se combina com 
as proteínas ribossômicas que foram importadas de seus lo- 
cais de síntese no citosol (porção do citoplasma sem as orga- 
nelas delimitadas por membranas). Os ribossomos imaturos 
são então exportados para o citosol, onde é completada sua 
montagem. Assim, a síntese proteica ocorre quase totalmen- 
te no citosol. 

b. O retículo endoplasmático e o aparelho de Golgi atuam 
na modificação das proteínas de secreção e das ligadas 
as membranas 

A membrana celular mais extensa, descoberta por Keith 
Porter em 1945, forma um compartimento labiríntico deno- 
minado retículo endoplasmático. Uma grande porção dessa 
organela, chamada de retículo endoplasmático rugoso, pos- 
sui ribossomos associados que estão engaj ados na síntese de 
proteínas destinadas à secreção ou aquelas ligadas a mem- 
branas. O retículo endoplasmático liso, sem ribossomos, é o 
local de síntese de lipídeos. Muitos dos produtos sintetizados 
no retículo endoplasmático são, no final, transportados para 
o aparelho de Golgi (assim denominado devido a Camillo 
Golgi, que o descreveu pela primeira vez em 1898), consistin- 


do em uma pilha de sacos membranosos achatados, nos quais 
esses produtos são processados (Seção 23.3B). 

c. As mitocôndrias são os locais do metabolismo oxidativo 
As mitocôndrias (do grego: mitos, fio + chondros, grânulo) 
são os locais onde ocorre a respiração celular (metabolismo 
aeróbio) em quase todos os eucariotos. Essas organelas ci- 
toplasmáticas, que são suficientemente grandes para terem 
sido visualizadas pelos citologistas do século XIX, variam 
em tamanho e forma, mas com frequência são elipsoidais 
com dimensões em tomo de 1,0 X 2,0 |xm - muito seme- 
lhante a uma bactéria. Uma célula eucariótica contém cerca 
de 2.000 mitocôndrias, que ocupam cerca de um quinto do 
volume celular total. 

A mitocôndria possui duas membranas, de acordo com 
os primeiros estudos de microscopia eletrônica realizados 
por George Palade e Fritjof Sjõstrand: uma membrana ex- 
terna lisa e uma membrana interna extremamente dobra- 
da, cujas invaginações são denominadas cristas (do latim: 
cristae). Assim a mitocôndria possui dois compartimentos, 
o espaço intermembranas e o espaço interno ou matriz. As 
enzimas que catalisam as reações da respiração são compo- 
nentes tanto da matriz, semelhante a gel, como da membrana 
mitocondrial interna. Essas enzimas acoplam a oxidação de 
nutrientes geradora de energia à síntese de trifosfato de ade- 
nosina (adenosine triphosphate [ATP] , comumente chamado 
adenosina trifosfato, Seção 1.3B e Capítulo 22), que requer 
energia. O ATP exportado para o resto da célula provê a 
energia para os diversos processos celulares que consomem 
energia. 

As mitocôndrias são semelhantes às bactérias não so- 
mente no tamanho e na forma. Sua matriz contém DNA, 
RNA e ribossomos específicos que participam na síntese de 
vários componentes mitocondriais. Além disso, elas se repro- 
duzem por fissão binária, e os processos respiratórios media- 
dos por elas guardam uma semelhança notável com aqueles 
das bactérias aeróbias modernas. Essas observações con- 
duziram à hipótese defendida por Lynn Margulis e ampla- 
mente aceita atualmente de que as mitocôndrias evoluíram 
a partir de bactérias aeróbias gram-negativas de vida livre, 
as quais formaram uma relação simbiótica com um eucarioto 
anaeróbio primitivo. Os nutrientes supridos pelo eucarioto e 
consumidos pelas bactérias foram várias vezes recompensa- 
dos pelo metabolismo oxidativo altamente eficiente que as 
bactérias forneceram ao eucarioto. Essa hipótese é corrobo- 
rada pela observação que a ameba Pelomyxa palustris, um 
dos poucos eucariotos que não possui mitocôndrias, alberga 
bactérias aeróbias em uma relação simbiótica. 

d. Os lisossomos e os peroxissomos são receptáculos de 
enzimas degradativas 

Os lisossomos, descobertos em 1949 por Christian de Duve, 
são organelas delimitadas por uma única membrana que 
apresentam tamanhos e morfologia variáveis embora a maio- 
ria tenha diâmetros entre 0,1 e 0,8 |i,m. Os lisossomos, que 
consistem essencialmente em sacos membranosos contendo 
várias enzimas hidrolíticas, atuam na digestão de materiais 
ingeridos por endocitose e na reciclagem de componentes ce- 
lulares (Seção 32.6). Investigações citológicas revelaram que 
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os lisossomos se formam por brotamento a partir do apare- 
lho de Golgi. 

Os peroxissomos (também conhecidos como microcor- 
pos) são organelas com 0,5 jxm de diâmetro, envoltas por 
membrana e que contêm enzimas oxidativas. Eles têm esse 
nome porque algumas reações peroxissômicas geram peró- 
xido de hidrogênio (H 2 0 2 ), uma substância reativa que pode 
ser tanto utilizada na oxidação enzimãtica de outras substân- 
cias como pode ser degradada por meio da reação catalisada 
pela enzima catalase: 

2 H ? 0? » 2 H^O + O, 

w *í- T- 

Acredita-se que os peroxissomos atuem na proteção de 
componentes celulares sensíveis ao ataque oxidativo pelo 
H 2 0 2 . Determinadas plantas contêm um tipo especial de pe- 
roxissomo, o glioxissomo, assim chamado porque é o local 
de uma série de reações que constituem a rota do glioxilato 
(Seção 23.2). 

e. O citoesqueleto organiza o citosol 

O citosol, longe de ser uma solução homogênea, é um gel 
altamente organizado cuja composição pode variar de forma 
significativa ao longo da célula. Muito de sua variabilidade 
interna resulta da ação do citoesqueleto, um arranjo extenso 
de filamentos que provê a forma da célula e sua capacidade 
de se locomover, sendo também responsável pela organiza- 
ção e pelos movimentos de suas organelas (Fig. 1.8). 

Os microtúbulos, os componentes mais evidentes do ci- 
toesqueleto, são tubos com cerca de 250 Ã de diâmetro com- 
postos pela proteína chamada tubulina (Seção 35.3G). Eles 


formam a estrutura de sustentação que guia os movimentos 
das organelas dentro da célula. Por exemplo, o fiiso mitótico 
é um arranjo de microtúbulos e proteínas associadas que par- 
ticipam da separação dos cromossomos duplicados durante 
a divisão celular. Os microtúbulos são também os principais 
constituintes dos cílios, apêndices semelhantes a cabelos que 
se projetam de muitas células, cujos movimentos de chico- 
te movem o fluido circundante ou propulsionam as células 
através da solução. Cílios muito longos, como a cauda dos es- 
permatozóides, são denominados flagelos (os flagelos proca- 
rióticos, compostos pela proteína flagelina, são totalmente di- 
ferentes e não têm nenhuma relação com os dos eucariotos). 

Os microfilamentos são fibras com diâmetro de —90 À 
formadas pela proteína actina. Tal como os microtúbulos, 
eles possuem uma função de suporte mecânico. Além dis- 
so, os microfilamentos, por meio de suas interações com a 
proteína miosina, formam arranjos contráteis responsáveis 
por muitos tipos de movimentos intracelulares, como o fluxo 
citoplasmático e a formação de protuberâncias ou de inva- 
ginações celulares. Notável, no entanto, é que a actina e a 
miosina são os principais componentes proteicos das células 
musculares (Seção 35.3 A). 

Os filamentos intermediários, que constituem o tercei- 
ro componente importante do citoesqueleto, são fibras pro- 
teicas com diâmetro de 100 a 150 À. Sua proeminência em 
regiões da célula sujeitas a estresse mecânico sugere que te- 
nham função de suporte de carga. Por exemplo, a pele dos 
animais superiores contém uma rede extensa de filamen- 
tos intermediários formada pela proteína queratina (Seção 
8.2A), responsável pela resistência desta cobertura externa 



(c) (d) 


FIGURA 1.8 Componentes do citoesqueleto mostrados por imunofluorescênda. As células foram tratadas com anticorpos produzi- 
dos contra (a) tubulina, ( b ) actina, (c) queratina e (d) vimentina (uma proteína componente de um tipo de filamento intermediário) e 
a seguir coradas com anticorpos fluorescentes que reconhecem os anticorpos precedentes, (a e d: K.G. Murti/Visuals Unlimited; b: M. 
Schliwa/ Visuais Unlimited; c : cortesia de Mary Osbom, Max-Planck Institute for Biophysical Chemistry Gõttingen, Alemanha.) 






Bioquímica 


protetora. Ao contrário do que ocorre com os microtúbulos 
e microfilamentos, as proteínas que formam os filamentos in- 
termediários variam muito em tamanho e composição entre 
as diferentes células de um mesmo organismo e entre os mes- 
mos tipos celulares em organismos diferentes. 

f. As células vegetais são envolvidas por paredes celulares 
rígidas 

As células vegetais (Fig. 1.9) possuem todas as organelas pre- 
viamente descritas. Elas apresentam também várias carac- 
terísticas adicionais, sendo a mais evidente a parede celular 
rígida no lado externo da membrana plasmática. Essa parede 
celular, cujo principal componente é a celulose, um polissa- 
carídeo fibroso (Seção 11. 2C), é responsável pela resistência 
estrutural das plantas. 

O vacúolo é um espaço rodeado por membrana e cheio 
de fluido. Embora os vacúolos ocorram em células animais, 
eles são mais proeminentes nas células vegetais, onde ocu- 
pam 90% do volume de uma célula adulta. Os vacúolos 


funcionam como locais de estoque de nutrientes, dejetos e 
produtos especializados, como pigmentos. A concentração 
relativamente alta de solutos dentro dos vacúolos das cé- 
lulas vegetais faz com que absorvam água osmoticamente, 
aumentando, assim, sua pressão interna. Esse efeito, combi- 
nado com a resistência da parede celular ao rompimento, é 
responsável em grande parte pela rigidez túrgida das plantas 
não lenhosas. 

g. Os cloroplastos são os locais de fotossíntese nos 
vegetais 

Uma das características das plantas é sua capacidade de rea- 
lizar fotossíntese. Isso acontece em uma organela conhecida 
como doroplasto, que, embora em geral seja muito maior do 
que uma mitocôndria, assemelha-se a ela, pois também possui 
duas membranas, uma interna e outra externa. Além disso, 
o espaço delimitado pela membrana interna do doroplasto, 
o estroma, é semelhante à matriz mitocondrial, porque con- 
tém muitas enzimas solúveis. Contudo, a membrana interna 
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HG URA 1.9 Desenho de uma célula vegetal, juntamente com micrografias eletrônicas de suas organelas. (Plasmodesmo: Corte- 
sia de Hilton Mollenhauer, USD A, EUA; núcleo: Cortesia de Myron Ledbetter, Brookhaven National Labor atory, EUA; aparelho 
de Golgi: Cortesia de W. Gordon Whaley, University of Texas, EUA; doroplasto: Cortesia de Lewis Shumway, College of Eastem 
Utah, EUA; amiloplasto: Biophoto Associates; retículo endoplasmático: Biophoto Associates/Photo Researchers.) 
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do cloroplasto não apresenta cristas. O estroma possui um 
terceiro sistema de membranas que forma pilhas de sacos no 
formato de discos interconectados, chamados tilacoides, que 
contêm o pigmento fotossintético clorofila. O tilacoide usa a 
energia luminosa capturada pela clorofila para gerar ATP, 
que é utilizado, no estroma, para as reações biossintéticas ge- 
radoras de carboidratos e outros produtos (Capítulo 24). 

Assim como as mitocôndrias, os cloroplastos possuem 
o seu próprio DNA, RNA e ribossomos e reproduzem-se 
por fissão. Aparentemente, os cloroplastos, tal como as mi- 
tocôndrias, evoluíram de uma cianobacíéria ancestral que 
estabeleceu uma relação simbiótica com um eucarioto ances- 
tral não fotossintetizante. Na verdade, vários eucariotos não 
fotossintetizantes modernos têm tal relação simbiótica com 
cianobactérias autênticas. Consequentemente, os eucariotos 
modernos em sua maioria são “híbridos” genéticos, uma vez 
que possuem simultaneamente linhagens de origem nuclear, 
mitocondrial, e-no caso de plantas - cloroplástica. 

B. FHogenia e diferenciação 

Uma das características mais marcantes dos eucariotos é sua 
enorme diversidade morfológica, tanto no nível celular quan- 
to no do organismo como um todo. Pode-se comparar, por 
exemplo, a arquitetura das diversas células humanas desenha- 
das na Fig. 1.10. Recordem-se, também, as grandes diferenças 
anatômicas entre uma ameba, um carvalho e um ser humano. 


O sistema taxonômico com base na morfologia geral e 
nas sequências de proteínas e de ácidos nucleicos (Seções 7.1 
e 7.2) indica que os eucariotos podem ser classificados em 
três reinos: Fungi, Plantae (vegetais) e Animalia (animais). 
Contudo, a simplicidade estrutural relativa de muitos euca- 
riotos unicelulares torna sua classificação muito arbitrária 
sob esse esquema. Em consequência, esses organismos ge- 
ralmente são classificados em um quarto reino eucariótico, 
o Protista. (Notar que os sistemas de classificação biológica 
são uma conveniência para os biólogos; a natureza raramen- 
te é ordenada de forma tão clara.) A Fig. 1.11 apresenta uma 
árvore filogenética para os eucariotos. 

As comparações anatômicas entre os organismos vivos 
e os fósseis indicam que os diferentes reinos de organismos 
multicelulares evoluíram a partir dos protistas de forma inde- 
pendente (Fig. 1.11). Os programas de crescimento, diferen- 
ciação e desenvolvimento seguidos pelos animais multicelu- 
lares (os metazoa) na sua transformação de ovos fertilizados 
a organismos adultos proporcionam uma notável indicação 
de sua história evolutiva. Por exemplo, todos os vertebrados 
possuem bolsas branquiais nos estágios embrionários ini- 
ciais, as quais provavelmente refletem sua origem comum a 
partir de peixes (Fig. 1.12). Na verdade, esses embriões são 
similares em tamanho e anatomia, mesmo que as respectivas 
formas adultas exibam vastas diferenças nessas característi- 
cas. Tais observações levaram Emst Haeckel a formular sua 
famosa (embora exagerada) máxima: a ontogenia resume a 
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FIGURA 1.10 Desenhos de algumas células humanas, (a) Um osteócito (célula óssea), ( b ) um espermatozóide, 
(c) uma célula acinária pancreática (secretora de enzimas digestivas) e (d) um neurônio (célula nervosa). 
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FIGURA 1.13 Árvore evolutiva que indica as linhas de origem da vida celular na Terra. 
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Peixe Salamandra Galinha 


Humano 


FiCàURA 1.12 Desenvolvimento embrionário de um peixe, um 
anfíbio (salamandra), uma ave (galinha) e um mamífero (hu- 
mano). Nos estágios iniciais, eles são semelhantes tanto em ta- 
manho como em anatomia (os desenhos no topo da figura estão 
aproximadamente na mesma escala), embora agora se saiba que 
suas similaridades não são tão grandes como indicam esses de- 
senhos clássicos. Posteriormente eles divergem em ambas as ca- 
racterísticas. (De acordo com Haeckel, E., Anthropogenie oder 
Entwickelungsgeschichte des Menschen, Engelmann [1874].) 


filogenia (ontogenia = desenvolvimento biológico). A elu- 
cidação do mecanismo da diferenciação celular nos eucario- 
tos é uma das principais metas de longo prazo da bioquímica 
moderna. 


3 BIOQUÍMICA: PRÓLOGO 

A bioquímica, como o nome indica, é a química da vida. Por 
conseguinte, ela liga a química, o estudo das estruturas e in- 
terações de átomos e moléculas, com a biologia, o estudo 
das estruturas e interações de células e organismos. Uma vez 
que os seres vivos são compostos de moléculas inanimadas, 
a vida, no seu nível mais básico, é um fenômeno bioquímico . 

Embora os organismos vivos mostrem uma enorme di- 
versidade nas suas propriedades macroscópicas, existe uma 
notável similaridade na sua bioquímica, o que provê um 


tema unificador para estudá-los. Por exemplo, a informação 
genética é codificada e expressa de uma maneira quase idên- 
tica em todas as formas de vida. Além disso, a série de rea- 
ções bioquímicas, conhecidas como rotas metabólicas, assim 
como as estruturas das enzimas que as catalisam, são, para 
muitos processos básicos, quase idênticas entre um organis- 
mo e outro. Isso sugere fortemente que todas as formas co- 
nhecidas de vida descendam de um único ancestral primitivo, 
no qual essas características bioquímicas se desenvolveram 
pela primeira vez. 

Embora a bioquímica seja um campo altamente diver- 
sificado, trata basicamente de um número limitado de ques- 
tões inter-relacionadas, enumeradas a seguir: 

1. Qual é a estrutura química e tridimensional das molé- 
culas biológicas, como elas formam estas estruturas e como 
suas propriedades variam com elas? 

2. Como as proteínas funcionam; ou seja, quais são os me- 
canismos moleculares da catálise enzimática, como os recep- 
tores reconhecem e se ligam a moléculas específicas e quais 
são os mecanismos intra e inte r mo leculares pelos quais os re- 
ceptores transmitem informações de acordo com o seu sítio 
de ligações? 

3. Como a informação genética é expressa e como é trans- 
mitida para as futuras gerações celulares? 

4. Como são sintetizadas as moléculas biológicas e as orga- 
nelas? 

5. Quais são os mecanismos de controle que coordenam a 
grande variedade de reações bioquímicas que acontecem nas 
células e nos organismos? 

6. Como as células e os organismos crescem, se diferenciam 
e se reproduzem? 

Estas questões serão abordadas preliminarmente nesta 
seção e esclarecidas nos capítulos subsequentes. Contudo, o 
conhecimento em todos os casos, apesar de extenso, é muito 
pequeno se comparado à ignorância, como se tornará obvio 
à medida que a leitura avançar. 

A. Estruturas biológicas 

Os seres vivos são bastante complexos. Conforme está indi- 
cado na Seção 1.1 A, mesmo as células relativamente simples 
de E. coli contêm de 3 a 6 mil compostos diferentes, a maioria 
dos quais é exclusiva deste organismo (Fig. 1.13). Os organis- 
mos superiores apresentam uma complexidade ainda maior. 
O Homo sapiens (ser humano), por exemplo, pode possuir 
100.000 tipos diferentes de moléculas, embora tenha sido 
caracterizada somente uma pequena fração delas. Por isso, 
poderia-se supor que seria uma tarefa muito difícil obter-se 
uma compreensão bioquímica coerente de um determinado 
organismo. Esse, entretanto, não é o caso. Os seres vivos têm 
uma regularidade básica que deriva do fato de serem construí- 
dos de uma maneira hierárquica. Estudos anatômicos e cito- 
lógicos têm mostrado que os organismos multicelulares são 
organizações de órgãos, os quais são constituídos de tecidos, 
que consistem em células compostas de organelas subcelu- 
lares (p. ex., Fig. 1.14). Neste ponto da origem hierárquica, 
entra-se no campo da bioquímica, uma vez que as organelas 
consistem em arranjos supramoleculares como as membra- 
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FIGURA 1.13 Corte transversal simulado de uma célula de E. coli ampliada cerca de um milhão de vezes. O lado direito do de- 
senho mostra a membrana celular e a parede celular camadas com sua superfície externa adornada por lipopolissacarídeos (Seção 
11.3Bc). Um flagelo ( abaixo , à direita ) é movido por um motor ancorado na membrana interna (Seção 35.31). O citoplasma, que 
ocupa a região central do desenho, é ocupado, predominantemente, pelos ribossomos envolvidos na síntese proteica (Seção 32.3). 
O lado esquerdo do desenho contém um emaranhado de DNA complexado com proteínas específicas. Somente as macromoléculas 
maiores e os grupos de moléculas estão sendo mostrados. O espaço remanescente do citoplasma em uma célula viva está cheio de 
moléculas menores e de água (uma molécula de água tem o tamanho do ponto no final desta frase), (Segundo desenho feito por 
David Goodsell, UCLA, EUA.) 


nas ou fibras, que estão organizadas em grupos de macro- 
moléculas (moléculas poliméricas com massas moleculares 
acima de mil dal tons). 

A Tabela 1.1 indica que E. coli e os seres vivos em ge- 
ral possuem apenas alguns tipos diferentes de macromolé- 
culas: proteínas (do grego: proteios, de fundamental impor- 
tância; um termo cunhado por Jacob Berzelius em 1838), 
ácidos nucleicos e polissacarídeos (do grego: sakcharon, 
açúcar). Todas essas substâncias são construídas de forma 
modular; elas consistem em unidades monoméricas unidas 
que ocupam o nível mais baixo da hierarquia estrutural. 
Assim, como indica a Fig. 1.15, as proteínas são polímeros 
de aminoácidos (Seção 4.1B), os ácidos nucleicos são polí- 
meros de nucleotídeos (Seção 5.1) e os polissacarídeos são 
polímeros de açúcares (Seção 11.2). Os lipídeos (do gre- 
go: lipos, gordura), a quarta classe principal de moléculas 
biológicas, são pequenos demais para serem classificados 


como macromoléculas, mas também apresentam uma cons- 
trução modular (Seção 12.1). 

A tarefa do bioquímico foi bastante simplificada pela 
descoberta da existência de relativamente poucas espécies de 
unidades monoméricas que ocorrem em cada uma das classes 
de macromoléculas biológicas. Todas as proteínas são sinteti- 
zadas a partir dos mesmos 20 tipos de aminoácidos, os ácidos 
nucleicos são formados a partir de 8 tipos de nucleotídeos 
(4 no DNA e 4 no RN A), e cerca de 8 tipos de açúcares for- 
mam os polissacarídeos. A grande variação observada nas 
propriedades de cada tipo de macromolécula tem origem 
basicamente no enorme número de maneiras pelas quais as 
unidades monoméricas podem ser combinadas e, em muitos 
casos, modificadas. 

Uma das questões centrais na bioquímica é como são 
formadas as estruturas biológicas. Conforme será explicado 
nos capítulos subsequentes, as unidades monoméricas das 
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FIGURA 1.14 Exemplo da organização hierárquica das estruturas biológicas. 
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FIGURA 1,15 Organização polimérica de 
proteínas, ácidos nucleicos e polissacarídeos. 
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macromoléculas são obtidas diretamente pela célula como 
nutrientes ou sintetizadas enzimaticamente a partir de subs- 
tâncias mais simples. As macromoléculas são sintetizadas a 
partir de seus precursores monoméricos por processos com- 
plexos mediados enzimaticamente. 

As proteínas recém-sintetizadas adotam espontanea- 
mente sua conformação nativa (Seção 9.1 A), isto é, elas 
passam por uma automontagem. Aparentemente, suas se- 
quências de aminoácidos especificam as suas estruturas 
tridimensionais. Da mesma forma, as estruturas dos outros 
tipos de macromoléculas são especificadas pela sequência 
de suas unidades monoméricas. O princípio da automonta- 
gem estende-se até o nível da organização supramolecular. 
Contudo, é muito pouco conhecida a maneira pela qual são 
gerados os níveis mais altos das estruturas biológicas. A elu- 
cidação dos mecanismos do crescimento e da diferenciação 
das células e dos organismos é uma das principais áreas da 
pesquisa biológica. 

B. Processos metabólicos 

Existe um conj unto gigantesco de reações químicas que ocor- 
rem simultaneamente em qualquer célula viva. Porém, essas 
reações seguem um padrão que as organiza em um processo 
coerente denominado vida. Por exemplo, a maioria das rea- 
ções biológicas faz parte de rotas metabólicas, isto é, elas fa- 
zem parte de uma sequência de reações que gera um ou mais 
produtos específicos. Além disso, uma das características da 
vida é que as velocidades de suas reações são controladas de 
forma tão rígida que raramente a necessidade por um rea- 
gente em uma rota metabólica não é satisfeita, ou que algum 
produto desnecessário seja gerado. 

O metabolismo é tradicionalmente dividido (embora 
não necessariamente de forma lógica) em duas grandes ca- 
tegorias: 

1. Catabolismo ou degradação, no qual os nutrientes e os 
constituintes celulares são degradados para recuperar seus 
componentes e/ou para gerar energia. 

2. Anabolismo ou biossíntese, no qual as biomoléculas são 
sintetizadas a partir de componentes mais simples. 

A energia necessária para os processos anabólicos é forne- 
cida pelos processos catabólicos basicamente na forma de 


trifosfato de adenosina (ATP). Por exemplo, os processos 
geradores de energia, como a fotossíntese e a oxidação bio- 
lógica dos nutrientes, produzem ATP a partir de difosfato de 
adenosina (ADP - adenosine diphosphate ) e um íon fosfato. 



Difosfato de adenosina (ADP) 


A 


/ 



+ HftO 


Trifosfato de adenosina (ATP) 


Reciprocamente, os processos que consomem energia, como 
a biossíntese, o transporte de moléculas contra um gradiente 
de concentração e a contração muscular, ocorrem pela rever- 
são dessa reação, ou seja, pela hidrólise do ATP: 

ATP + H 2 G ADP + HPO|' 

Assim, os processos catabólicos e anabólicos estão acopla- 
dos por intermédio do ATP, a “moeda" energética biológica 
universal. 
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C. Expressão e transmissão da informação genética 

O ácido desoxirribonucleico (DNA) é o principal depósito 
da informação genética. Esta macromolécula, cujo esquema 
está na Fig. 1.16, consiste em duas cadeias de nucleotídeos, 
sendo cada um deles composto por um resíduo do açú- 
car desoxirribose, um grupo fosforil e uma das quatro bases: 
adenina (A), timina (T), guanina (G) ou citosina (C). A in- 
formação genética está codificada na sequência dessas bases. 
Cada base do DNA está ligada, por ligações de hidrogênio, a 
uma base na cadeia oposta, formando uma entidade conhe- 
cida como um par de bases. No entanto, A só pode formar li- 
gação de hidrogênio com T, enquanto G só pode formar com 
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FIGURA 1.16 DNA fita dupla. As duas cadeias polinudeo- 
tídicas associam-se por meio do pareamento de bases comple- 
mentares. A base A pareia com T e a base G pareia com C por 
meio de ligações de hidrogênio específicas. 
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FIGURA 1.17 Desenho esquemático da replicação do DNA. 

Cada fita de DNA parental (em vermelho) serve como molde 
para a síntese de uma fita-filha complementar (em verde). Con- 
sequentemente, as moléculas resultantes com fita dupla são 
idênticas. 

C, de modo que as duas cadeias são complementares, isto é, a 
sequência de uma cadeia implica na sequência da outra. 

A divisão de uma célula deve ser acompanhada da re- 
plicação do seu DNA. Nesse processo mediado enzimatica- 
mente, cada cadeia de DNA atua como um molde na for- 
mação de sua cadeia complementar (Fig. 1.17; Seção 5.4C). 
Consequentemente, cada célula da progénie contém uma 
molécula completa de DNA (ou um grupo de moléculas de 
DNA) consistindo, cada uma delas, em uma cadeia paren- 
tal e uma cadeia-filha. As mutações surgem quando uma ou 
mais bases erradas são incorporadas à cadeia-filha por meio 
de erros raros de leitura ou por dano na cadeia parental. A 
maioria das mutações é inócua ou prejudicial. Contudo, oca- 
sionalmente uma delas pode resultar em uma nova caracte- 
rística que confere algum tipo de vantagem seletiva ao orga- 
nismo. De acordo com os princípios da teoria Darwiniana, 
os indivíduos com tais mutações têm uma probabilidade au- 
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mentada de reprodução. Por meio da sucessão dessas muta- 
ções, surgem novas espécies. 

A expressão da informação genética é um processo com 
dois estágios. No primeiro estágio, chamado transcrição, uma 
das fitas do DNA serve de molde para a síntese de uma fita 
complementar de ácido ribonucleico (RNA; Seção 31.2). 
Esse ácido nucleico, que em geral possui uma única fita, di- 
fere quimicamente do DNA (Fig. 1.16) por ter a ribose como 
o resíduo de açúcar no lugar da desoxirribose do DNA, e a 
base uracila (U) substituindo a timina. 



Ribose 



Uracila 


No segundo estágio da expressão genica, conhecido 
como tradução, os ribossomos catalisam a ligação dos ami- 
noácidos para formar as proteínas (Seção 32.3). A ordem de 
ligação dos aminoácidos é determinada pela sequência de 
bases do RNA. Consequentemente, uma vez que as proteí- 
nas são automontadas, a informação genética codificada pelo 
DNA especifica a estrutura e a função das proteínas, por 
intermédio do RNA. Sistemas regulatórios complexos, cuja 
atuação é ainda pouco esclarecida, controlam exatamente a 
expressão dos genes em uma dada célula sob determinadas 
circunstâncias. 


4 GENÉTICA: UMA REVISÃO 

É suficiente observar as semelhanças entre pais e filhos 
para se perceber que as características físicas são herda- 
das. No entanto, o mecanismo da herança era desconheci- 
do até a metade do século XX. A teoria da pangenia, que 
teve origem na Grécia antiga, sustenta que o sêmen, que 
claramente está relacionado com a procriação, consiste em 
partículas representativas de todas as partes do corpo (pan- 
gênese). Essa ideia foi ampliada no final do século XVIII 
por Jean Baptiste de Lamarck, cuja teoria, conhecida como 
lamarquismo, propunha que características individuais ad- 
quiridas, como, por exemplo, músculos mais desenvolvidos 
resultantes de exercício, seriam transmitidas para a progé- 
nie. A pangênese e alguns aspectos do lamarquismo foram 
aceitos pela maioria dos biólogos do século XIX, inclusive 
por Charles Darwin. 

A compreensão, em meados do século XIX, de que 
todos os organismos são derivados de uma única célula 
definiu o início do desenvolvimento da biologia moderna. 
Na sua teoria do plasma germinal, August Weismann ob- 
servou que as células germina ti vas, o espermatozóide e o 
óvulo (cujas células primordiais são reservadas já no início 
do desenvolvimento embrionário), descendem diretamente 
das células germinativas da geração anterior, enquanto as 
outras células do corpo, as células somáticas, embora sejam 
derivadas das germinativas, não dão origem a elas. Ele refu- 
tou as ideias da pangênese e do lamarquismo pela demons- 
tração que a progénie de muitas gerações sucessivas de ca- 



FIGURA 1.18 Cromossomos. Fotomicrografiã de uma célula 
vegetal (Scadoxus katherinae Bak.) durante a anáfase da mitose, 
que mostra os cromossomos sendo puxados pelo fuso mitótico 
para os polos opostos da célula. Os microtúbulos formadores do 
fuso estão corados em vermelho e os cromossomos estão em azul. 
(Cortesia de Andrew S. Bajer, University of Oregon, EUA.) 


mundongos que tiveram suas caudas cortadas tinha cauda 
de comprimento normal. 

A. Cromossomos 

Em 1860, observou-se que o núcleo das células eucarióticas 
continha corpos lineares, que foram denominados cromos- 
somos (do grego: chromos, cor + soma, corpo) porque eram 
fortemente corados por determinados corantes básicos (Fig. 
1.18). Existem, normalmente, duas cópias de cada cromosso- 
mo (pares homólogos) em cada célula somática. O número 
(N) de cromossomos dessa célula é conhecido como o nú- 
mero haploide, e o total (2/V) é o número diploide. Espécies 
diferentes diferem no seu número haploide de cromossomos 
(T abela 1 .2) . 


TABELA 1.2 Número de cromossomos (2A0 em alguns 

eucariotos 


Organismo 

Cromossomos 

Homem 

46 

Cão 

78 

Rato 

42 

Peru 

82 

Sapo 

26 

Mosca-das-frutas 

8 

Caranguejo eremita 

-254 

Ervilha 

14 

Batata 

48 

Levedura 

34 

Algas azul -esverdeadas 

~20 


Fonte: Ayala, FJ. & Kiger, J.A., Jr., Modern Genetics (2nd ed.), p. 9, 
Benjarain/ Curmnings (1984). 
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a. As células somáticas dividem-se por mitose 

O processo de divisão das células somáticas, conhecido como 
mitose (Fig. 1.19), é precedido pela duplicação dos cromos- 
somos para formar uma célula 4N. Durante a divisão celular, 
cada cromossomo se liga pelo centrômero ao fuso mitótico, 
de forma que os membros de cada par duplicado se posicio- 
nam na placa equatorial da célula. Eles são então puxados 
pela ação do fuso para os polos opostos da célula em divisão, 
gerando células-filhas diploides que possuem o mesmo nú- 
mero 2N de cromossomos da célula parental. 

b. As células germinativas são formadas por meiose 

O processo de formação das células germinativas, conhecido 
como meiose (Fig. 1.20), requer duas divisões celulares su- 
cessivas. Antes da primeira divisão meiótica, cada cromosso- 
mo é replicado, mas as cromátides-irmãs permanecem unidas 
pelos centrômeros. Os pares homólogos dos cromossomos 
duplicados posicionam-se no plano equatorial da célula em 
uma forma semelhante a um zíper, o que permite uma troca 
entre partes correspondentes dos cromossomos homólogos 
em um processo conhecido como recombinação. O fuso en- 
tão conduz os membros de cada par homólogo para os polos 
opostos da célula, de modo que, depois da primeira divisão 
meiótica, cada célula-filha contém um número 2 N de cro- 
mossomos. Na segunda divisão meiótica, as cromátides -ir- 
mãs separam-se para formar os cromossomos e deslocam-se 
para os polos opostos da célula, gerando um total de quatro 
células haploides conhecidas como gametas. A fertilização 
consiste na fusão de um gameta masculino (espermatozói- 
de) com um gameta feminino (óvulo), gerando uma célula 
diploide conhecida como zigoto que recebeu N cromossomos 
de cada um de seus pais. 

B. A herança mendeliana 

As leis básicas da herança foram enunciadas em 1866 por 
Gregor Mendel. Elas foram elucidadas por meio da análise 
de uma série de cruzamentos genéticos entre linhagens puras 
(que produzem uma progénie que possui as mesmas caracte- 
rísticas dos pais) de ervilhas, Pisum sativum, que diferem em 
determinadas características bem-definidas, como forma da 
semente (lisa versus rugosa), cor da semente (amarela versus 
verde) ou cor da flor (púrpura versus branca). Mendel desco- 
briu que o cruzamento entre pais (P) que diferem em uma úni- 
ca característica, por exemplo, forma da semente, produz uma 
progénie {F x ; primeira geração) em que todos os indivíduos 
possuem a característica de um dos pais, neste caso, sementes 
lisas (Fig. 1.21). A característica que aparece na F } é dita do- 
minante, enquanto a característica alternativa é chamada de 
recessiva. Na F v ou seja, a progénie da F v três quartos têm a 
característica dominante e um quarto, a característica recessi- 
va. Aquelas ervilhas com a característica recessiva fornecem 
uma linhagem pura, isto é, o autocruzamento da progénie F 2 
recessiva resulta em uma progénie (F 3 ) que também possui a 
característica recessiva. Aquelas que exibem a característica 
dominante de F z , contudo, pertencem a duas categorias: um 
terço delas fornece linhagens puras, enquanto as demais for- 
nece uma progénie com a mesma relação dos membros da F 2 , 
ou seja, 3:1 de característica dominante para recessiva. 

Mendel justificou suas observações com a hipótese que 
os vários pares de características contrastantes resultam de 
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FIGURA 1.19 Mitose, a forma mais usada de divisão celular 
nos eucariotos. A mitose dá origem a duas células-filhas, cada 
uma contendo o mesmo número de cromossomos da célula 
parental. 
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FIGURA 1.21 Cruzamentos genéticos. O cruzamento de uma 
planta de ervilha de sementes lisas com uma de sementes rugo- 
sas gera uma progénie F t na qual todas as sementes são lisas. 

O cruzamento de indivíduos da F 1 dá origem a uma geração F 2 , 
na qual três quartos possuem sementes lisas e um quarto tem 
sementes rugosas. 


Metáfase II (2/V) 


Anáfase II (2/V) 


Telófase I! 

Citocinese quase 
completa 

Os gametas 
resultantes 
são N 



Divisão celular II 


FIGURA 1.20 Meiose, processo que leva à formação dos game- 
tas (células sexuais). Na meiose, ocorrem duas divisões celulares 
consecutivas, originando quatro células-filhas, cada uma conten- 
do a metade do número de cromossomos da célula parental. 


um fator (agora chamado gene) que tem formas alternativas 
(alelos). Cada planta contém um par de genes para uma ca- 
racterística em particular, um herdado do pai e outro da mãe. 
Os alelos para a forma da semente são simbolizados com a 
letra R para as sementes lisas e r para as rugosas (os símbolos 
dos genes em geral são grafados em itálico). As plantas puras 
com sementes lisas e rugosas têm, respectivamente, genóti- 
pos RR e rr (composição genética) e são ambas homozigotas 
para a forma da semente. As plantas com o genótipo Rr são 
heterozigotas para a forma da semente e têm o fenótipo de 
semente lisa (aparência ou caractere), porque R é dominante 
sobre r. Os dois alelos não se combinam nem se misturam na 
planta e são transmitidos independentemente, pelos gametas, 
para a progénie (Fig. 1.22). 

Mendel descobriu também que características diferentes 
são herdadas independentemente. Por exemplo, o cruzamen- 
to de ervilhas com sementes lisas e amarelas ( RRYY) com 
ervilhas com sementes rugosas e verdes (rryy) resulta em 
uma progénie F l ( RrYy ) que tem sementes lisas amarelas 
(sementes amarelas são dominantes sobre sementes ver- 
des). O fenótipo da F 2 aparece na proporção de 9 amarelas 
lisas, 3 verdes lisas, 3 amarelas rugosas, 1 verde rugosa. Esse 
resultado indica que não existe tendência para os genes de 


22 Donaid Voet / Judith G. Voet 


Geração P 


Geração P 





Lisa [RR) 

Rugosa (rr) 

Gametas 

R 

X r 


Amarela lisa 
RR YY 

Gametas RY 


Verde rugosa 
rr yy 




Geração F 1 



1 1 3 

4 RR + ~%Rr — 7 sementes lisas 

\rr = \ sementes rugosas 


FIGURA 1.22 Genótipos e fenótipos. Em um cruzamento 
entre ervilhas de sementes lisas e ervilhas de sementes rugo- 
sas, a geração F 1 apresenta o fenótipo liso porque o genótipo 
liso é dominante sobre o genótipo rugoso. Na geração F 2i , três 
quartos têm sementes lisas e um quarto tem sementes rugosas, 
porque os genes para esses alelos são transmitidos independen- 
temente por gametas haploides. 


algum dos pais de se agrupar (Fig. 1.23). Posteriormente foi 
mostrado, no entanto, que somente os genes que estão em 
cromossomos diferentes possuem essa independência. 

A dominância de uma característica sobre outra é um 
fenômeno comum, mas não universal. Por exemplo, o cru- 
zamento de uma variedade pura vermelha da boca-de-leão 
Antirrhinum com uma variedade pura branca resulta em uma 
progénie F. cor-de-rosa. A progénie F 2 tem flores vermelhas, 
cor-de-rosa e brancas na proporção de 1:2:1, porque os ho- 
mozigotos para a cor vermelha (AA) possuem mais pigmento 
do que os heterozigotos {Aa\ Fig. 1,24). A característica ver- 
melha e a branca são, por isso, denominadas codominantes. 
No caso de codominância, o fenótipo revela o genótipo. 

Um dado gene pode ter alelos múltiplos. Um exemplo 
bem conhecido é o do sistema de grupo sanguíneo ABO 
(Seção 12.3E). Uma pessoa pode ter o tipo A, B, AB ou tipo 
O, dependendo de quais antígenos, A, B, ambos ou nenhum, 
existem nas suas hemácias. Os antígenos A e B são determi- 
nados pelos alelos codominantes I a e f respectivamente, e o 
tipo O é homozigoto para o alelo recessivo i. 

C. Teoria c romossômica da herança 

A teoria da herança de Mendel foi praticamente ignorada 
por seus contemporâneos. Em parte porque, para analisar 
os dados, ele usou a teoria das probabilidades, um assunto 
estranho para a maioria dos biólogos da época. No entan- 
to, a principal razão para que sua teoria tenha sido ignorada 
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^ (RR Yy) + (Rr Yy) = sementes amarelas e lisas 
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FÍGUR/ 1.23 Agrupamento independente. Os genes para 
as sementes de ervilha do tipo liso ( R ) versus rugoso (r) e ama- 
relo (Y) versus verde (y) se agrupam independentemente. A 
geração F 2 consiste em nove genótipos abrangendo os quatro 
fenótipos possíveis. 


é porque ela estava adiante do seu tempo: o conhecimento 
contemporâneo da anatomia e da fisiologia não fornecia 
dados suficientes para a sua compreensão. Por exemplo, a 
mitose e a meiose ainda não tinham sido descobertas. Não 
obstante, depois que o trabalho de Mendel foi redescober- 
to em 1900, ficou claro que os seus princípios explicavam 
a herança dos animais assim como a das plantas. Em 1903, 
como resultado da constatação que cromossomos e genes se 
comportam de forma semelhante, Walter Sutton formulou a 
teoria cromossômica da herança, na qual ele supunha que os 
genes eram fragmentos dos cromossomos. 

A primeira característica a ter sua localização cromossô- 
mica determinada foi a do sexo. Na maioria dos eucariotos } 
as células das fêmeas possuem duas cópias do cromossomo 
X(XX), enquanto as células dos machos possuem uma cópia 
do X e um cromossomo Y, morfologicamente diferente (XY; 
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FIGURA 1.24 Codominância. No cruzamento de boca-de-leão 
com flores vermelhas (AA) e com flores brancas (aà), a geração 
F, tem flores cor-de-rosa (Aà), o que demonstra que os alelos A 
e a são codominantes. As flores da F 2 são vermelhas, cor-de-rosa 
e brancas na proporção 1:2:1. 


Fig. 1.25). Portanto, o óvulo deve ter somente um cromosso- 
mo X, enquanto o espermatozóide pode ter um X ou um Y 
(Fig. 1.25). A fertilização por um espermatozóide portando 
um X resulta em zigoto fêmea, e a fertilização por um es- 
permatozóide portando um Y, resulta em zigoto macho. Isso 
explica a relação 1:1 de machos para fêmeas, observada na 
maioria das espécies. Os cromossomos X e Y são denomina- 
dos cromossomos sexuais, e os demais são conhecidos como 
autossômicos. 

a. A mosca-das-frutas é o modelo genético favorito 
O ritmo das pesquisas genéticas foi bastante acelerado depois 
que Thomas Hunt Morgan começou a utilizar a mosca-das- 
-frutas Drosophila melanogaster como modelo experimental. 
Esse pequeno e prolífico inseto (Fig. 1.26), que frequente- 
mente é visto pairando sobre frutas maduras no verão e no 
outono, é facilmente mantido no laboratório, produzindo 
uma nova geração a cada 14 dias. Utilizando a Drosophila, 
os resultados dos cruzamentos genéticos podem ser determi- 
nados 25 vezes mais rapidamente do que com as ervilhas. A 
Drosophila é atualmente o organismo superior melhor carac- 
terizado geneticamente. 

A primeira linhagem mutante de Drosophila conhecida 
tem olhos brancos em vez dos olhos vermelhos do tipo sel- 
vagem (que ocorre na natureza) . Por meio de cruzamentos 
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FIGURA 1.25 Segregação independente. A segregação inde- 
pendente dos cromossomos sexuais, X e Y, resulta na propor- 
ção 1:1 de fêmeas e de machos. 




Fi GU RA 1. 26 A mosca-das-frutas Drosophila melanogaster. 

O macho (à esquerda) e a fêmea (à direita) estão representados 
em seus tamanhos relativos; seu tamanho real é de —2 mm de 
comprimento e pesam ~ 1 mg. 
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genéticos entre a linhagem de olhos brancos e o tipo selva- 
gem, Morgan mostrou que a distribuição do gene para olho 
branco (wh) se assemelha à do cromossomo X. Isso indica 
que o gene wh está localizado no cromossomo X e que o cro- 
mossomo Y não o possui. Diz-se, portanto, que esse gene é 
ligado ao sexo. 


um homozigoto para a outra. Se as duas características são 
não alélicas, a progénie terá o fenótipo selvagem, porque um 
dos cromossomos homólogos supre a função selvagem que o 
outro não possui; isto é, eles se complementam. Por exem- 
plo, o cruzamento de uma Drosophila homozigota para uma 


b. Os mapas genéticos podem ser construídos a partir de 
uma análise das velocidades de recombinação 

Nos anos subsequentes, foi determinada a localização cro- 
mossômica de muitos genes da Drosophila. Os genes que 
estão no mesmo cromossomo não segregam independente- 
mente. No entanto, quaisquer pares de tais genes ligados 
recombinam (trocam posições relativas com seus alelos no 
cromossomo homólogo) com uma frequência característica. 
Foi observado que a base citológica desse fenômeno ocor- 
re no início da meiose, quando os cromossomos homólogos 
duplicados se dispõem em paralelo (metáfase I; Fig. 1.20). 
As cromátides homólogas trocam segmentos equivalentes 
por recombinação (Fig. 1.27). A localização cromossômi- 
ca do ponto de recombinação varia, ao acaso, de evento 
para evento. Consequentemente, a frequência de recom- 
binação de um par de genes ligados varia diretamente com 
a sua separação física ao longo do cromossomo. Morgan e 
Alfred Sturtevant utilizaram esse fenômeno para mapear 
(localizar) as posições relativas dos genes nos quatro cro- 
mossomos da Drosophila. Esses estudos demonstraram que 
os cromossomos são estruturas lineares e não ramificadas. 
Sabe-se agora que tais mapas genéticos (Fig. 1.28) são pa- 
ralelos à sequência correspondente de bases do DNA nos 
cromossomos. 

c. Os genes não aléllcos se complementam 

Um teste de complementação pode determinar se duas ca- 
racterísticas recessivas que afetam funções similares são ou 
não alélicas (diferentes formas do mesmo gene). Nesse teste, 
um homozigoto para uma das características é cruzado com 
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FIGURA 1.27 Recombinação. (a) Micrografia eletrônica, juntamente com um desenho interpretativo, de dois pares de cromáti- 
des homólogas durante a meiose no gafanhoto Chorthippus parallelus. As cromátides não irmãs (cores diferentes ) podem recom- 
binar em qualquer um dos pontos onde se cruzam. (Cortesia de Bernard John, The Australian National University, Austrália.) (b) 
Desenho esquemático da recombinação dos pares de genes alelos (A, B) e (a, b ) durante a permutação. 
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mutação de cor de olho conhecida como púrpura (pr ) com 
uma homozigota para outra mutação de cor de olho conheci- 
da como castanho (bw) gera uma progénie com cor de olho 
selvagem, demonstrando, assim, que esses dois genes não são 
alelos (Fig. 1.29a). 


Em contraste, no cruzamento de uma fêmea de 
Drosophila homozigota para o alelo branco de cor de olho 
ligado ao sexo (wh) com um macho que possui o alelo café 
de cor de olho também Ügado ao sexo (cf), a progénie fêmea 
não apresenta a cor de olho do tipo selvagem (Fig. 1.29 b). Os 
genes wh e cf, portanto, devem ser alelos. 
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FIGURA 1.28 Segmento do mapa genético do cromossomo 2 
de Drosophila. As posições dos genes são dadas em unidades 
de mapa. Dois genes separados por uma unidade de mapa m 
recom binam com uma frequência de m%. 


d. Os genes comandam a expressão de proteínas 

A questão de como os genes controlam as características 
dos organismos levou algum tempo para ser respondida. 
Archibald Garrod foi o primeiro a sugerir uma conexão es- 
pecífica entre genes e enzimas. Os indivíduos com alcapto- 
nuria produzem urina que escurece em contato com o ar, 


(a) Características não alélicas recessivas 




Progénie 


Olho vermelho (tipo selvagem) 


(b) Características alélicas recessivas 



do tipo selvagem 

FIGURA 1.29 O teste de complementação indica se duas ca- 
racterísticas recessivas são alélicas. São mostrados dois exem- 
plos em Drosophila. (a) O cruzamento de um homozigoto para 
cor de olho púrpura (pr ) com um homozigoto para cor de olho 
castanho (bw) gera uma progénie com cor de olho tipo selva- 
gem. Isso indica que pr e bw não são alelos. O índice “+” indica 
o alelo tipo selvagem. ( b ) No cruzamento de uma fêmea homo- 
zigota para o gene wh, cor de olho branco, ligado ao sexo, com 
um macho que possui o gene cf de cor de olho café também 
ligado ao sexo, a progénie feminina não tem a cor de olho tipo 
selvagem. Portanto, os genes wh e cf devem ser alelos. 


26 Donald Voet / Judith G. Voet 


como consequência da oxidação do ácido homogentísico ex- 
cretado (Seção 16.3Ab). Em 1902, Garrod mostrou que essa 
doença metabólica benigna (seu único efeito adverso é artri- 
te na idade avançada) resulta de uma característica recessi- 
va herdada com padrão mendeliano. Ele demonstrou ainda 
que os alcaptonúricos são incapazes de metabolizar o ácido 
homogentísico da alimentação e, por isso, concluiu que eles 
não possuem uma enzima que metaboliza essa substância. 
Garrod descreveu a alcaptonuria e várias outras doenças 
humanas herdadas, estudadas por ele, como erros inatos do 
metabolismo. 

No início de 1940, George Beadle e Edward Tatum mos- 
traram, em uma série de investigações que marcou o início 
da genética bioquímica, que existe uma correspondência de 
um para um entre uma mutação e a falta de uma enzima espe- 
cífica. O tipo selvagem do fungo Neurospora cresce em um 
“meio mínimo”, em que glicose e NH, são as únicas fontes 
de carbono e nitrogênio. Determinadas variedades mutantes 
de Neurospora, geradas por meio de irradiação com raios X, 
contudo, requerem uma substância adicional para crescerem. 
Beadle e Tatum demonstraram, em vários casos, que os mu- 
tantes não possuem uma enzima que participa da biossíntese 
da substância requerida (Seção 16.3Ac). Isso resultou na fa- 
mosa máxima um gene - uma enzima. Hoje, sabe-se que esse 
princípio é somente parcialmente verdadeiro, pois muitos ge- 
nes codificam proteínas que não são enzimas e muitas proteí- 
nas consistem em subunidades codificadas de modo indepen- 
dente ( Seção 8,5). Uma máxima mais correta deveria ser um 
gene - um polipeptídeo. Mas até isso não é completamente 
correto, pois os RNAs com funções estruturais e funcionais 
também são codificados geneticamente. 

D. Genética bacteriana 

As bactérias oferecem várias vantagens para o estudo ge- 
nético . A principal delas é que, sob condições favoráveis, 
muitas têm um tempo de geração de menos de 20 minutos. 
Consequentemente, os resultados de um experimento genéti- 
co com bactérias podem ser obtidos em questão de horas, ao 
contrário das semanas ou anos necessários para um estudo 
análogo com organismos superiores. O enorme número de 
bactérias que proliferam rapidamente (~lu mL j permite 
a observação de eventos biológicos extremamente raros. Por 
exemplo, um evento que ocorre com uma frequência de 1 
por um milhão pode ser detectado facilmente nas bactérias 
em alguns minutos. Seria um enorme esforço, e provavel- 
mente inútil, fazer o mesmo com a Drosophila. Além disso, 
as bactérias geralmente são haploides, e seu fenótipo reflete 
seu genótipo. Não obstante, os princípios básicos da genéti- 
ca foram elucidados pelo estudo de plantas e animais supe- 
riores. Isso porque as bactérias não se reproduzem sexuada- 
mente como o fazem os organismos superiores, de modo que 
a técnica básica da genética clássica, o cruzamento genético, 
não é aplicável às bactérias. Na verdade, antes de ter sido 
mostrado que o DNA era o portador da informação here- 
ditária, não era inteiramente claro se as bactérias possuíam 
cromossomos. 

O estudo da genética bacteriana começou efetivamen- 
te nos anos de 1940, quando foram desenvolvidos procedi- 
mentos para o isolamento de bactérias mutantes. Uma vez 
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FIGURA 1.30 Replica plating. Uma técnica para transferir 
colônias, de forma rápida e adequada, de uma placa de cultura 
“mãe” (placa de Petri) para um meio diferente ou para outra 
placa de cultura. A identificação dos mutantes torna-se fádl 
porque as colônias na placa-mãe e nas réplicas têm a mesma 
distribuição espacial. 


que as bactérias possuem poucas características morfológicas 
facilmente reconhecíveis, seus mutantes são detectados (se- 
lecionados) por sua capacidade ou não de crescer sob deter- 
minadas condições. Por exemplo, E. coli tipo selvagem pode 
crescer em um meio contendo glicose como única fonte de 
carbono. Os mutantes incapazes de sintetizar o aminoácido 
leucina, por exemplo, requerem a presença desse aminoáci- 
do no meio de cultivo. Os mutantes resistentes a um deter- 
minado antibiótico, por exemplo, ampicilina, podem crescer 
na presença desse antibiótico, enquanto o tipo selvagem não 
cresce. Os mutantes em que alguma proteína essencial se te- 
nha tornado sensível à temperatura crescerão a 30° C, mas 
não a 42° C, enquanto o tipo selvagem cresce em ambas as 
temperaturas. Usando um protocolo de triagem adequado, 
pode ser selecionada uma colônia bacteriana contendo uma 
mutação ou uma combinação de mutações. Isso é feito pelo 
método da replica plating (Fig. 1.30). 

E. Genética virai 

Os vírus são partículas infecciosas que consistem em uma 
molécula de ácido nucleico envolto por um capsídeo (reves- 
timento) protetor formado inteiramente ou em grande parte 
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FIGURA 1.31 Ciclo de vida de um vírus. 


por proteína. Um vírus adsorve especificamente a uma célula 
suscetível e introduz nela seu ácido nucleico. No processo da 
infecção (Fig. 1.31), o cromossomo virai redireciona o me- 
tabolismo celular para que este produza novos vírus. Uma 
infecção virai em geral culmina com a lise (rompimento) da 
célula hospedeira, liberando um grande número (dezenas de 
milhares) de partículas virais maduras que podem iniciar um 
novo ciclo de infecção. Como não possuem seu próprio me- 
tabolismo, os vírus são parasitos por completo. Eles não são 
organismos vivos, pois, fora de seu hospedeiro, são biologica- 
mente inertes como qualquer macromolécula. 

a. Os vírus estão sujeitos a complementação 
e recombinação 

A genética dos vírus pode ser estudada em grande parte da 
mesma maneira que a dos organismos celulares. Contudo, 
uma vez que os vírus não têm metabolismo, sua presença 
em geral é detectada pela capacidade de matar seu hos- 
pedeiro. A presença de bacteriófagos viáveis (vírus que 
infectam bactérias, abreviadamente fagos; do grego: pha- 
gein, comer) é indicada por placas (manchas claras) em 
uma “camada” de bactérias em uma placa de cultura (Fig. 
1.32). As placas marcam os locais onde as partículas virais 
se multiplicaram, com a consequente lise das bactérias. Um 
fago mutante que pode se reproduzir sob determinadas 
condições permissivas é detectado devido à sua incapaci- 
dade de fazê-lo sob condições restritivas, nas quais o fago 
tipo selvagem é viável. Essas condições em geral envolvem 
diferenças na linhagem da bactéria hospedeira utilizada ou 
na temperatura. 

Os vírus estão sujeitos à complementação. A infecção 
simultânea de uma bactéria por duas variedades mutantes di- 
ferentes de um fago pode gerar uma progénie sob condições 
nas quais os fagos mutantes isoladamente não podem se re- 



FIGURA 1.32 Triagem de vírus mutantes. Placa de cultura 
coberta por uma camada de bactérias sobre a qual o bacterió- 
fago formou placas. (Jack Bostrack/Visuals Unlimited.) 

produzir. Caso isso ocorra, um dos mutantes deve ter suprido 
uma função que não poderia ser desempenhada pelo outro. 
Diz-se que essas mutações pertencem a diferentes grupos de 
complementação, um termo sinônimo de gene. 

Os cromossomos virais também estão sujeitos à recom- 
binação. Isso ocorre quando uma célula isolada é infectada 
simultaneamente por duas linhagens mutantes de um vírus 
(Fig. 1.33). A dinâmica da recombinação virai difere da dos 
eucariotos ou das bactérias porque o cromossomo virai é 
submetido à recombinação por meio de vários ciclos de re- 
plicação do DNA que ocorrem durante o ciclo de vida virai. 
Portanto, a progénie virai recombinante consiste em muitos, 
senão todos, tipos recombinantes possíveis. 
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FIGURA 1.33 Recombinação virai. A recombinação dos cro- 
mossomos dos bacteriófagos ocorre após a infecção simultânea 
de uma célula bacteriana com duas linhagens de fagos que car- 
regam os genes Ab e aB. 


b. 0 par de bases é a unidade de recombinação 
A enorme velocidade com que os bacteriófagos se repro- 
duzem permite a detecção de eventos de recombinação que 
ocorrem com uma frequência de 1 em 10‘. Na década de 
1950, Seymour Benzer realizou estudos genéticos de alta re- 
solução da região rll do cromossomo do bacteriófago T4. 
Essa região com 4.000 pares de bases e que representa 2 % 
do cromossomo do T4 consiste em dois grupos de comple- 
mentação adjacentes, designados rll A e rlIB. No hospedei- 
ro permissivo, E. coli B, uma mutação que inativa o produto 
de ambos os genes causa a formação de placas facilmente 
identificáveis por serem muito maiores do que aquelas ge- 
radas pelos fagos selvagens (a designação r significa lise rá- 
pida). No entanto, somente o fago tipo selvagem irá lisar o 
hospedeiro restritivo, E. coli K12(\). A presença de placas 
em uma cultura de E. coli K12(\) infectada simultanea- 
mente por dois mutantes rll diferentes no mesmo grupo de 
complementação demonstra que a recombinação pode ocor- 
rer dentro do mesmo gene. Isso refutou o modelo do cro- 
mossomo, então amplamente defendido, no qual os genes 
seriam entidades discretas, semelhantes às contas de um co- 
lar, de forma que a recombinação poderia ocorrer somente 
entre genes intactos. O mapeamento genético de mutações 
em mais de 300 locais distintos nas regiões rll A e rlIB indica 
que os genes, assim como os cromossomos, são estruturas li- 
neares não ramificadas. 

Benzer também demonstrou que um teste de comple- 
mentação entre duas mutações dentro do mesmo grupo de 
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FIGURA 1.34 O teste cis-trans . Considere um cromossomo 
que esteja presente em duas cópias nas quais duas posições do 
mesmo gene, PeQ , tenham mutantes defeituosos (recessivos), 
peq, respectivamente, (a) Se as duas mutações são cis (fisica- 
mente no mesmo cromossomo), um gene será do tipo selvagem, 
de forma que o organismo terá o fenótipo do tipo selvagem, (b) 
Se as duas mutações são trans (fisicamente em cromossomos 
diferentes), os dois genes serão defeituosos e o organismo terá 
o fenótipo do tipo mutante. 


complementação gera progénie no hospedeiro restritivo 
quando as mutações estão na configuração cis (no mesmo 
cromossomo; Fig. 1.34 a), mas não o faz quando estão na 
configuração trans (em cromossomos fisicamente diferen- 
tes; Fig. 1.34b). Isso ocorre porque somente quando ambas 
as mutações estão fisicamente no mesmo gene o outro gene 
será funcionalmente intacto. O termo cístron foi cunhado 
para descrever uma unidade genética funcional definida de 
acordo com o teste cis-trans. Essa palavra tornou-se sinôni- 
mo de gene ou grupo de complementação. 

A recombinação de pares de mutantes rll ocorre com 
frequência baixa de 0,01% (embora tenham sido detecta- 
das frequências mais baixas, de 0,0001%). Uma vez que a 
frequência de recombinação de 1 % em T4 corresponde a 
uma distância de 240 pares de bases dos sítios de mutação, 
a unidade de recombinação não pode ser maior do que 0,01 
X 240 = 2,4 pares de bases. Por razões ligadas ao meca- 
nismo de recombinação, esse valor é superestimado. Com 
base no mapeamento genético de alta resolução, concluiu- 
-se que a unidade de recombinação tem o tamanho de um 
par de bases . 


5 A ORIGEM DA VIDA 

As pessoas têm refletido sempre sobre o enigma da exis- 
tência. Na verdade, todas as culturas conhecidas, passadas, 
presentes, primitivas e sofisticadas, têm algum tipo de mito 
da criação que apresenta razões para explicar como a vida 
surgiu. Somente na era moderna, contudo, tem sido possível 
estudar a origem da vida sob uma ótica científica, isto é, de 
uma forma sujeita à verificação experimental. Um dos pri- 
meiros a fazer isso foi Charles Darwin, o criador da teoria da 
evolução. Em 1871, ele escreveu em uma carta a um colega: 

Diz-se com frequência que todas as condições para a 
primeira produção de um organismo vivo estão agora 
presentes, as quais poderiam estar presentes desde sempre. 
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Mas se ( e, oh, que grande se!) pudéssemos imaginar que, 
em alguma pequena e quente lagoa, na presença de todos 
os tipos de amónia e sais fosfóricos, luz, calor, eletricidade, 
etc., um composto proteico tenha formado-se quimicamente, 
pronto para ser submetido a mudanças ainda mais 
complexas, atualmente tal substância seria devorada ou 
absorvida instantaneamente, o que não ocorreria antes da 
formação das criaturas vivas. 

Estudos de datação radioativa indicam que a Terra se 
formou há 4,6 bilhões de anos, mas, devido aos impactos de 
numerosos objetos grandes, sua superfície permaneceu, por 
varias centenas de milhões de anos, quente demais para per- 
mitir a vida. As evidências mais primitivas de vida celular, 
microfósseis do que parecem ser organismos semelhantes às 
cianobactérias modernas (Fig. 1.35), têm 3,5 bilhões de anos. 
No entanto, as rochas sedimentares mais antigas conhecidas 
na Terra, com 3,8 bilhões de anos, foram sujeitas a forças me- 
tamórficas tão extremas (500°C e 5.000 atm) que quaisquer 
microfósseis que contivessem teriam sido destruídos. Não 
obstante, a análise geoquímica indica (embora com contro- 
vérsia) que essas rochas contêm inclusões carbonadas que 
parecem ser de origem biológica e, portanto, teria existido 
vida na época em que essas rochas sedimentares se deposi- 
taram. Se for assim, a vida na Terra deve ter surgido dentro 
de um intervalo de tempo tão curto quanto cem milhões de 
anos, há 4 bilhões de anos atrás. 

Uma vez que a era pré-biótica não deixou registro di- 
reto, não há esperança de determinar com exatidão como a 
vida surgiu. No entanto, por meio de experimentação em labo- 
ratório pode-se, pelo menos, demonstrar que tipo de reações 
químicas abióticas podem ter levado à formação dos sistemas 
vivos. Além disso, não se está totalmente desprovido de in- 
dícios de desenvolvimento pré-biótico. A unidade bioquími- 
ca e genética básica dos organismos modernos sugere que a 
vida tal como a se conhece surgiu somente uma vez (se surgiu 
mais de uma vez, as outras formas devem ter se extinguido 
rapidamente, possivelmente por terem sido “comidas” pelas 
formas atuais). Assim, pela comparação de mensagens gené- 
ticas correspondentes de uma grande variedade de organis- 



FIGURA 1.35 Microfóssil do que parece ser uma cianobac- 
téria. Este fóssil, mostrado aqui juntamente com seu desenho 
explicativo, foi encontrado em uma rocha com cerca de 3,5 
bilhões de anos no oeste da Austrália. (Cortesia de J.William 
Schopf, UCLA, EUA.) 


mos atuais é possível deduzir modelos razoáveis das mensa- 
gens primitivas a partir das quais eles se originaram. 

Geralmente aceita-se que o desenvolvimento da vida 
ocorreu em três estágios (Fig. 1.36): 

L A evolução química pela qual as moléculas geologica- 
mente simples reagiram para formar polímeros orgânicos 
complexos. 

2. A auto-organização de grupos desses polímeros para for- 
mar entidades replicativas. Em algum momento nesse pro- 
cesso, ocorreu a transição desses grupos de moléculas inani- 
madas para um sistema vivo. 

3. A evolução biológica para formar a rede complexa da 
vida atual. 

Nesta seção, resume-se o que se supõe a respeito desse 
processo. Inicia-se essa discussão com uma consideração so- 
bre por que somente o carbono, dentre todos os elementos, 
é adequado para ser a base da complexa química necessária 
à vida. 

A. As propriedades exclusivas do carbono 

Conforme mostra a Tabela 1.3, a matéria viva é composta 
por um número relativamente pequeno de elementos. C, 

H, O, N, P e S formam ligações covalentes e compõem 92% 
do peso seco das criaturas vivas (a maioria dos organismos 
possui 70% de água). O restante consiste em elementos que 
estão presentes principalmente na forma de íons e na sua 
maioria ocorrem somente em microquantidades (em geral 
exercem suas funções nos sítios ativos de enzimas). Observe, 
no entanto, que não se conhece as necessidades biológicas 
para 64 dos 90 elementos que ocorrem naturalmente (Fig. 

I. 37). Por outro lado, com exceção do oxigênio e do cálcio, os 
elementos biologicamente mais abundantes são aqueles que 


TABELA 1.3 

Composição elementar do corpo humano 

Elemento 

Peso seco (%)* 

Elementos presentes em 
microquantidades 

C 

61,7 

B 

N 

11,0 

F 

O 

9,3 

Si 

H 

5,7 

V 

Ca 

5,0 

Cr 

P 

3,3 

Mn 

K 

1,3 

Fe 

S 

1,0 

Co 

Cl 

0,7 

Ni 

Na 

0,7 

Cu 

Mg 

0,3 

Zn 

Se 



Mo 



Sn 


I 

*Cálculo com base em Frieden, E., Sei. Am, 227(1 ), 54-55 (1972). 
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FIGURA 1.36 Os três estágios da evolução da vida. 
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FIGURA 1.37 Tabela periódica em que os 26 elementos utilizados por sistemas biológicos estão salientados em azul. 


existem em menor quantidade na crosta terrestre (na qual 
os componentes mais abundantes são O, 47%; Si, 28%; Al, 
7,9%; Fe, 4,5%; e Ca, 3,5%). 

A predominância do carbono na matéria viva é sem dú- 
vida o resultado de sua enorme versatilidade química, compa- 
rada com os demais elementos . O carbono tem a habilidade 
exclusiva deformar um número praticamente infinito de com- 
postos como resultado de sua capacidade de fazer até qua- 
tro ligações covalentes altamente estáveis ( ligações simples, 
duplas ou triplas), combinada com a capacidade de formar 
cadeias de C — C em ligação covalente de tamanho ilimitado. 
Assim, —90% dos cerca de 40 milhões de compostos quími- 
cos conhecidos atualmente são substâncias orgânicas (que 
contêm carbono). Serão examinados os outros elementos da 
tabela periódica para averiguar por que eles não possuem es- 
sas propriedades. 

Somente cinco elementos, B, C, N, Si e P, têm a capaci- 
dade de fazer três ou mais ligações, e assim formar cadeias 
de átomos ligados covalentemente que também podem apre- 
sentar cadeias laterais. Os outros elementos são metais, que 
tendem a formar ligações iônicas em vez de covalentes, gases 
nobres, que são quimicamente inertes, ou átomos, como H 
ou O, que podem formar somente uma ou duas ligações co- 
valentes. No entanto, apesar de B, N, Si e P poderem partici- 
par de pelo menos três ligações covalentes, esses elementos 
são impróprios como base de uma química complexa, pelas 
razões que estão indicadas a seguir. 

O boro é deficiente em elétrons por possuir menos elé- 
trons de valência (3) do que orbitais de valência (4). Isso li- 
mita muito os tipos e a estabilidade dos compostos que esse 
elemento pode formar. O nitrogênio tem o problema oposto: 
seus 5 elétrons de valência o tomam rico em elétrons. A re- 
pulsão entre os pares de elétrons isolados nos átomos de N 
ligados covalentemente serve para reduzir bastante a ener- 
gia da ligação N— N (171 kJ • mol"’ 1 , contra 348 kJ • mol ~ 1 
para a ligação simples C — C), em comparação à ligação 
tripla surpreendentemente estável da molécula de N 2 (946 
kJ * mol -1 ). Por isso, mesmo cadeias curtas de átomos de N 
em ligação covalente tendem a se decompor em N 2 , em ge- 
ral de forma violenta. Quanto ao silício e ao carbono, que 
estão na mesma coluna na tabela periódica, espera-se que 
tenham propriedades químicas semelhantes. No entanto, 


o grande raio atômico do silício impede que dois átomos 
possam ficar suficientemente próximos para atingir a so- 
breposição orbital. Consequentemente, as ligações Si — Si 
são fracas (177 kJ • mol’ [ ) e as ligações múltiplas raramente 
são estáveis. Em contraste, as ligações Si — O são tão está- 
veis (369 kJ * mol -1 ) que as cadeias formadas por esses dois 
elementos em disposição alternada são inertes (os minerais 
de silicato, cuja estrutura consiste em tais ligações, formam a 
crosta terrestre). Os escritores de ficção científica especulam 
que os silicones, compostos orgânicos de silício oleosos ou 
com consistência de borracha, formados por um esqueleto de 
unidades Si — O como, por exemplo, metíl-silicones, 



poderiam formar a base química de formas de vida extra- 
terrestres. Todavia, a total inércia da ligação Si — O faz isso 
parecer improvável. O fósforo, que está abaixo do N na tabe- 
la periódica, forma cadeias de átomos em Ügação covalente 
ainda menos estáveis. 

A partir do que foi exposto, não se deve concluir que 
as ligações heteronucleares sejam instáveis. Ao contrário, as 
proteínas possuem ligações C — N — C, os carboidratos têm 
ligações C — O — C e os ácidos nucleicos possuem ligações 
C — O — P — O — C. No entanto, essas ligações heteronuclea- 
res são menos estáveis do que as ligações C — C. Na verdade, 
elas em geral formam os locais de quebra de ligações quími- 
cas na degradação das macromoléculas e, inversamente, são 
as ligações formadas quando as unidades monoméricas são 
reunidas para formar as macromoléculas. Da mesma forma, 
ligações homonucleares que não as ligações C — C são tão re- 
ativas que são extremamente raras nos sistemas biológicos, 
com exceção das ligações S — S nas proteínas. 


B. Evolução química 

No restante desta seção, será descrito um cenário muito 
mais favorável para a origem da vida. Lembre-se, entretanto, 
que existem objeções científicas válidas a esse cenário assim 
como a vários outros que têm sido cogitados seriamente, de 
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modo que se está longe de saber com certeza como a vida se 
originou. 

Acredita-se que o sistema solar tenha sido formado pelo 
colapso gr avit acionai de uma grande nuvem interestelar de 
poeira e gás. A porção central dessa nuvem, composta na sua 
maior parte de hidrogênio e hélio, se condensou para formar 
o sol. O aumento da temperatura e da pressão no centro do 
sol primitivo acabou por desencadear a reação termonuclear 
autossustentada que, desde então, passou a servir como fonte 
de energia solar. Os planetas, formados por fragmentos me- 
nores de poeira, não possuíam massa suficiente para suportar 
tal processo. Na verdade, os planetas menores, entre eles a 
Terra, consistem em elementos em sua maioria mais pesados, 
porque suas massas são pequenas demais para reter, por gra- 
vidade, grande quantidade de H 2 e de He. 

A atmosfera primitiva da Terra era muito diferente da 
atual. Ela não poderia conter quantidades significativas de 
0 2 , que é uma substância altamente reativa. Além de H,0, 
N 2 e C0 2 que possui atualmente, a atmosfera provavelmen- 




FIGURA 1.36 Aparelho para a simulação da síntese de com- 
postos orgânicos na Terra pré-biótica. Uma mistura de gases 
considerada semelhante à atmosfera redutora da Terra primiti- 
va é submetida a uma descarga elétrica para simular os efeitos 
de relâmpagos, enquanto a água no frasco reflui de forma que 
os novos compostos formados se dissolvem na água e se acumu- 
lam no frasco. (Segundo MÜler, S.L. & Orgel, L.E., The Origins 
of Life on Earth, p. 84, Prentice-Hall [1974].) 


te continha pequenas quantidades de CO, CH 4 , NH,, S0 2 e 
possivelmente H 2 , todas elas moléculas que foram detectadas 
de forma espectroscópica no espaço interestelar. As proprie- 
dades químicas de tal mistura gasosa a tornam uma atmos- 
fera redutora, diferentemente da atual, que é uma atmosfera 
oxidante. 

Na década de 1920, Alexander Oparin e J.B.S. Haldane 
sugeriram, independentemente, que a radiação ultravioleta 
do sol (que atualmente é absorvida em grande parte pela ca- 
mada de ozônio [OJ nas camadas altas da atmosfera) ou a 
descarga elétrica induziram as moléculas da atmosfera redu- 
tora primitiva a reagir e formar compostos orgânicos simples, 
como os aminoácidos, as bases dos ácidos nucleicos e os açú- 
cares. A possibilidade desse processo foi demonstrada expe- 
rimentalmente pela primeira vez em 1953 por Stanley Miller 
e Harold Urey, os quais simularam em um aparelho, cujo 
esquema está na Fig. 1.37, os efeitos de tempestades elétri- 
cas na atmosfera primitiva pela exposição de uma mistura de 
H 2 0, CH 4 , NH 3 e H 2 a descargas elétricas, por uma semana. 
(Embora atualmente seja evidente que a atmosfera primiti- 
va não tinha a composição fortemente redutora presumida 
por Miller e Urey, podem ter existido ambientes redutores 
localizados, particularmente próximos a plumas vulcânicas 
[materiais de erupções vulcânicas]). A solução resultante 
continha quantidades significativas de compostos orgâni- 
cos solúveis em água, cujos mais abundantes constam da 
Tabela 1.4, juntamente com uma quantidade substancial de 
alcatrão insolúvel (material polimerizado) . Vários dos com- 


TÂBEL/ 1.4 Produtos gerados pela descarga elétrica sobre 

uma mistura de Cll 4 , NH„ H 2 Q e H 2 


Composto 

Rendimento (%) 

Glicina* 

2,1 

Ácido glicólico 

1,9 

Sarcosina 

0,25 

Alanina* 

1,7 

Ácido láctico 

1,6 

iV-metil-alanma 

0,07 

Ácido a - amino -n -butírico 

0,34 

Ácido a -aminoisobutírico 

0,007 

Ácido a -hidroxibutírico 

0,34 

p-alanina 

0,76 

Ácido succínico 

0,27 

Ácido aspártico* 

0,024 

Ácido glutâmico* 

0,051 

Ácido iminodiacético 

0,37 

Ácido iminoaceticopropiônico 

0,13 

Ácido f órmico 

4,0 

Ácido acético 

0,51 

Ácido propiônico 

0,66 

Ureia 

0,034 

iV-metilureia 

0,051 

* Aminoãddo constituinte de proteínas* 

Fonte: Miller, SJ* 3 & Orgel, L*E* 3 The Origins of Life on Earth ; p* 85, 
Prentice-Hall (1974)* 
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postos solúveis são aminoácidos componentes de proteínas, 
e muitos outros, como será visto, também têm importância 
bioquímica. Experimentos similares nos quais foram altera- 
das as condições de reação, a mistura gasosa e/ou a fonte de 
energia resultaram na síntese de muitos outros aminoácidos. 
Esses resultados, além da observação que os meteoritos de 
carbono contêm muitos dos mesmos aminoácidos, sugerem 
fortemente que essas substâncias estavam presentes em 
quantidades significativas na Terra primitiva. De fato, pare- 
ce provável que grandes quantidades de moléculas orgânicas 
tenham sido trazidas para a Terra primitiva pelos meteoritos 
e pela poeira cósmica que a bombardearam intensamente. 

As bases dos ácidos nucleicos também podem ser sinte- 
tizadas sob pretensas condições pré-bióticas. A adenina, em 
particular, é formada pela condensação do HCN, um com- 
ponente abundante da atmosfera pré-biótica, em uma rea- 
ção catalisada por NH 3 (observe que a fórmula química da 
adenina é [HCN] 5 ). As outras bases foram sintetizadas em 
reações similares envolvendo HCN e HjO. Os açúcares fo- 
ram sintetizados pela polimerização do formaldeído (CH 2 0) 
em reações catalisadas por cátions divalentes, trióxido de 
alumínio ou argila. Provavelmente não é por acaso que esses 
compostos participem da composição básica das moléculas 
biológicas. Eles aparentemente foram as substâncias orgâni- 
cas mais comuns nos tempos pré-bióticos. 

É provável que as reações pré-bióticas descritas anterior- 
mente tenham ocorrido ao longo de um período de centenas 
de milhões de anos. Estima-se que os oceanos possuíssem a 
consistência orgânica de uma sopa rala de caldo de carne. 
Obviamente, deve ter havido muitos locais, como zonas de 
marés e lagos rasos, onde a sopa pré-biótica se tornou muito 
mais concentrada. Em tais ambientes, suas moléculas orgâni- 
cas poderiam ter se condensado para formar, por exemplo, 
polipeptídeos e polinucleotídeos (ácidos nucleicos). Muito 
possivelmente essas reações foram catalisadas pela adsorção 
dos reagentes a minerais como a argila. No entanto, para que 
a vida pudesse se formar, as velocidades de síntese desses 
polímeros complexos teriam que ser maiores do que as ve- 
locidades de hidrólise. Por isso, a “lagoa” na qual a vida se 
originou deve ter sido fria em vez de morna, possivelmente 
mesmo abaixo de 0°C (a água do mar só congela a tempera- 
tura abaixo de -21°C), uma vez que as reações de hidrólise 
são muito retardadas a baixas temperaturas. 

C. 0 surgimento dos sistemas vivos 

Os sistemas vivos têm a capacidade de autorreplicação. 
A complexidade inerente a um processo desse tipo é tal 
que nenhum aparelho desenvolvido pelo homem sequer se 
aproxima dessa capacidade. Existe, porém, uma probabili- 
dade infinitesimal de que um conjunto de moléculas possa 
simplesmente se reunir ao acaso para formar uma entidade 
viva (diz-se que a probabilidade de uma célula viva se formar 
espontaneamente a partir de moléculas orgânicas simples é 
comparável à montagem de um avião a jato por um torna- 
do passando por um depósito de lixo). Como então surgiu a 
vida? A resposta mais provável é que ela foi guiada de acor- 
do com o princípio darwiniano da sobrevivência do mais apto 
aplicado no nível molecular. 


a. A vida provavelmente surgiu peio desenvolvimento de 
moléculas de RNA autorrepllcativas 
Acredita-se que o sistema de autorreplicação primitivo tenha 
sido um conjunto de moléculas de ácidos nucleicos , pois, 
conforme visto na Seção 1.3C, essas moléculas podem de- 
terminar a síntese de moléculas complementares a elas. O 
RNA, assim como o DNA, pode determinar a síntese de 
uma fita complementar. De fato, o RNA é o material here- 
ditário de muitos vírus (Capítulo 33). A polimerização das 
moléculas da progénie, a princípio, teria sido um simples 
processo químico e portanto dificilmente seria acurado. Por 
isso, as moléculas da progénie inicial seriam apenas apro- 
ximadamente complementares a seus pais. Não obstante, 
ciclos repetidos de síntese de ácidos nucleicos teriam no fi- 
nal exaurido o suprimento de nucleotídeos livres de forma 
que a velocidade de síntese de novas moléculas de ácidos 
nucleicos estaria basicamente limitada â velocidade de de- 
gradação hidrolítica das moléculas já formadas. Suponha, 
nesse processo, o surgimento ao acaso de uma molécula de 
ácido nucleico que, pelo dobramento, seria mais resistente 
à degradação do que suas primas. A progénie dessa molé- 
cula, ou pelo menos suas cópias mais fiéis, se propagaria às 
expensas das moléculas não resistentes; isto é, as moléculas 
resistentes teriam a vantagem darwiniana sobre suas com- 
panheiras. Estudos teóricos sugerem que um sistema de 
moléculas desse tipo teria evoluído de forma a aperfeiçoar 
sua eficiência de replicação dentro de suas limitações quí- 
micas e físicas inerentes. 

No estágio seguinte da evolução da vida, imagina-se que 
os ácidos nucleicos dominantes tenham desenvolvido a ca- 
pacidade de influenciar a eficiência e a exatidão de sua pró- 
pria replicação. Esse processo ocorre nos sistemas vivos por 
meio da síntese ribossômica, controlada por ácido nucleico, 
de enzimas que catalisam a síntese dos ácidos nucleicos. É 
desconhecido como essa síntese proteica teria ocorrido an- 
tes do surgimento dos ribossomos, pois se sabe que os ácidos 
nucleicos não interagem seletivamente com nenhum ami- 
noácido específico. Essa dificuldade exemplifica o principal 
problema no rastreamento das vias da evolução pré-biótica. 
Suponha o surgimento de algum tipo de sistema rudimentar 
influenciado por ácidos nucleicos que tenha aumentado a 
eficiência de sua replicação. Esse sistema deve ter sido subs- 
tituído no final, provavelmente sem deixar quase nenhum 
vestígio, pelo sistema ribossômico, muito mais eficiente. O 
sistema hipotético de síntese de ácidos nucleicos é, portanto, 
análogo aos andaimes usados na construção de um edifício. 
Depois que o edifício está construído, os andaimes são remo- 
vidos, não deixando nenhuma evidência física de sua existên- 
cia. A maioria das afirmações nesta seção deve, portanto, ser 
considerada como suposições com base em fatos ou informa- 
ções. Sem ter presenciado o evento, parece improvável que 
se possa ter certeza de como a vida surgiu. 

Uma hipótese plausível para a evolução dos sistemas au- 
torreplicativos é que eles consistiram inicialmente somente de 
RNA, um cenário conhecido como o “mundo do RNA”. Essa 
ideia baseia-se em parte na observação que determinados ti- 
pos de RNA exibem propriedades catalíticas (Seção 31. 4A). 
Além disso, uma vez que os ribossomos são formados por 
cerca de dois terços de RNA e apenas um terço de proteína, 
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é plausível que os ribossomos primitivos tenham sido forma- 
dos inteiramente por RNA. Uma relação cooperativa entre 
RNA e proteína deve ter surgido quando esses protorribos- 
somos autorreplicativos desenvolveram a capacidade de in- 
fluenciar a síntese de proteínas, que aumentou a eficiência 
e/ou a exatidão da síntese de RNA. Segundo esse ponto de 
vista, o RNA ê a substância inicial da vida; a participação do 
DNA e das proteínas foi um refinamento posterior que au- 
mentou a aptidão darwiniana de um sistema autorreplicativo 
já existente. 

Os tipos de sistemas descritos até agora estavam restritos 
â “lagoa” primitiva. Um sistema autorreplicativo que desen- 
volvesse um componente mais eficiente teria que comparti- 
lhar seus benefícios com todos os “habitantes” da “lagoa”, 
uma situação que minimiza a vantagem seletiva do aprimo- 
ramento. Somente por meio da compartimentalização, isto é, 
geração de células, os sistemas biológicos em desenvolvimen- 
to tirariam proveito dos benefícios de qualquer aprimora- 
mento que tivessem conseguido. Naturalmente, a formação 
de células reuniria e protegeria qualquer sistema autorrepli- 
cativo, auxiliando, assim, a sua disseminação para além da 
“lagoa” de origem. De fato, a importância da compartimen- 
talização é tal que pode ter precedido o desenvolvimento dos 
sistemas autorreplicativos. A construção de limites celulares, 
no entanto, tem seu preço. Como será visto nos capítulos 
subsequentes, as células despendem muito de seu esforço 
metabólico no transporte seletivo de substâncias através de 
suas membranas. Não se sabe como surgiram esses limites 
nem do que foram feitos. No entanto, uma teoria plausível 
sustenta que as membranas se originaram de vesículas vazias 
cujo exterior serviria de local de ligação para entidades como 
enzimas e cromossomos, de modo a facilitar suas funções. A 
evolução teria achatado e dobrado essas vesículas, fazendo - 
-as englobar essas moléculas associadas, originando assim as 
células primitivas. 

b. A competição por fontes de energia levou ao 

desenvolvimento de rotas metabólicas, fotossíntese e 
respiração 

Neste estágio de desenvolvimento, as entidades descritas se 
ajustam aos critérios de vida de Horowitz (replicação, catá- 
lise e mutabilidade). As reações de polimerização por meio 
das quais esses organismos primitivos replicavam eram in- 
teiramente dependentes do ambiente no suprimento das 
unidades monoméricas necessárias e nos compostos ricos 
em energia, como o ATP ou, mais provavelmente, somen- 
te polifosfatos, que forneciam energia para essas reações. À 
medida que alguns desses componentes essenciais foram se 
tornando escassos na sopa pré-biótica, os organismos desen- 
volveram os sistemas enzimáticos que poderiam sintetizar 
essas substâncias a partir de precursores mais simples e mais 
abundantes. Surgiram, como consequência, as rotas metabó- 
licas produtoras de energia. Contudo, esse último progresso 
somente postergou uma “crise de energia”, pois essas rotas 
consumiam outras substâncias preexistentes ricas em ener- 
gia. A escassez crescente de todas essas substâncias estimu- 
lou o desenvolvimento da fotossíntese para tirar proveito de 
uma fonte de energia praticamente inexaurível, o sol. Mas 
esse processo, como foi visto na Seção 1.1 Ab, consome agen- 
tes redutores como H 2 S. A exaustão dessas substâncias pro- 


vocou o aperfeiçoamento do processo de fotossíntese, que 
passou a usar H 2 0 como agente redutor, gerando assim 0 2 
como subproduto. A descoberta do que parecem ser micro- 
-organismos fósseis semelhantes a cianobactérias em rochas 
com 3,5 bilhões de anos (Fig. 1.35) sugere que a fotossíntese 
com produção de oxigênio se desenvolveu muito cedo na his- 
tória da vida. 

O desenvolvimento da fotossíntese com produção de 
oxigênio, porém, gerou outro problema. O acúmulo do 0 2 
altamente reativo, que converteu, ao longo das eras, a atmos- 
fera redutora da Terra pré-biótica na moderna atmosfera 
oxidante (21% 0 2 ), interferiu com o sistema metabólico exis- 
tente que havia evoluído para operar sob condições reduto- 
ras. Então, o acúmulo de 0 2 estimulou o desenvolvimento 
de aperfeiçoamentos metabólicos que protegessem os orga- 
nismos de danos oxidativos. Mais importante ainda, levou à 
evolução de uma forma muito mais eficiente de metabolismo 
energético do que seria possível anterior mente, a respira- 
ção (metabolismo oxidativo), que usa o 0 2 agora disponível 
como um agente oxidante. (A disponibilidade de 0 2 atmosfé- 
rico é também responsável pela geração da camada estratos- 
férica de ozônio (O s ) que absorve a maior parte da radiação 
ultravioleta danosa que atinge a Terra). 

Conforme foi resumido anteriormente, os sistemas bá- 
sicos, replicativo e metabólico, dos organismos modernos se 
desenvolveram muito cedo na história da vida na Terra. De 
fato, muitos procariotos modernos se assemelham a seus an- 
cestrais. O surgimento dos eucariotos, como está indicado na 
Seção 1.2, talvez tenha ocorrido 2 bilhões de anos depois que 
os procariotos haviam se estabelecido. Os organismos multi- 
celulares são uma inovação evolutiva relativamente recente, 
só tendo surgido, de acordo com os registros fósseis, há —700 
milhões de anos. 

6 A LITERATURA BIOQUÍMICA 

A Üteratura bioquímica contém os resultados do trabalho 
de dezenas de milhares de cientistas ao longo de um século. 
Consequentemente, um livro-texto pode relatar apenas des- 
taques selecionados dessa grande quantidade de informação. 
Além disso, a enorme velocidade com que o conhecimento 
em bioquímica é obtido atualmente garante que houve avan- 
ços bioquímicos significativos mesmo durante o tempo que 
foi gasto para produzir o texto final deste Üvro. Portanto, um 
estudante sério deve ler regularmente a Üteratura bioquími- 
ca para complementar os detalhes de assuntos abordados (ou 
omitidos) neste texto, assim como para se manter informado 
dos novos progressos na área. Esta seção apresenta algumas 
sugestões de como fazê-lo. 

A. A realização de uma pesquisa bibliográfica 

A Üteratura básica em bioquímica, aquelas publicações que 
relatam os resultados da pesquisa bioquímica, é gerada atual- 
mente a uma velocidade de dezenas de milhares de artigos 
por ano, pubücados em mais de 200 periódicos. Assim, uma 
pessoa somente pode ler essa volumosa literatura de uma 
maneira altamente seletiva. Na verdade, a maioria dos bio- 
químicos tende a “ler” somente aquelas publicações que 
contenham artigos de seu interesse. “Ler” significa que eles 
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examinam o conteúdo desses periódicos pelos títulos dos ar- 
tigos que tenham interesse suficiente para j ustificar um exa- 
me aprofundado. 

E difícil aprender sobre um novo assunto começando 
com a literatura básica. Para se obter uma visão geral de um 
assunto bioquímico específico , é melhor primeiro ler atenta- 
mente revisões apropriadas e monografias (os suplementos 
atualizados deste livro -texto publicado anualmente, e que 
estão disponíveis em John Wiley & Sons, também podem ser 
úteis). Elas em geral apresentam uma sinopse dos resulta- 
dos recentes na área (quando foram publicados), frequente- 
mente a partir do ponto de vista de um autor em particular. 
Existem basicamente dois tipos de revisão: aquelas que são 
essencialmente uma compilação dos fatos e aquelas que ava- 
liam de forma crítica os dados e tentam colocá-los em um 
contexto mais amplo. Este último tipo é naturalmente o mais 
valioso, em particular para um principiante. A maioria das 
revisões é publicada em Üvros ou periódicos especializados, 
embora muitos periódicos que publicam artigos científicos 
também ocasionalmente contenham revisões. A Tabela 1.5 
apresenta uma lista de muitas das publicações bioquímicas 
importantes que contêm revisões. 

Monografias e revisões relevantes em determinado as- 
sunto são encontradas facilmente pelo uso de catálogos de 
bibliotecas e em índices por assunto das principais publica- 
ções de revisões (as referências no final dos capítulos deste 
üvro também podem ser úteis), A lista de referências é uma 
parte importante das revisões. Ela em geral tem um retros- 
pecto no mesmo campo ou em campos relacionados, além de 
indicação dos trabalhos mais significativos em determinada 
área. Preste atenção nos autores desses artigos e nos perió- 
dicos nos quais costumam publicar. Quando a maioria das 
revisões recentes e dos artigos científicos que você encontrar 
referir o mesmo grupo de artigos anteriores, você pode con- 
fiar que sua busca por esses artigos está basicamente comple- 
ta. Finalmente, para se familiarizar com os últimos avanços 
na área, procure a literatura básica recente sobre o trabalho 
de seus grupos de pesquisa mais ativos e visite os sítios desses 
grupos na internet. 

As bibliotecas acadêmicas são assinantes dos serviços de 
busca de referências com base na internet, como por exem- 
plo MedLine, SciFinder Scholar, BIOSIS Previews Web of 
Science. O MedLine também pode ser consultado sem cus- 
to pelo Centro Nacional de Informação em Biotecnologia 
(NCBI) (www.ncbi.nlm.nih.gov/PubMed). O Google 
Acadêmico (http://scholar.googie.com) é um mecanismo de 
busca disponível gratuitamente que indexa a literatura eru- 
dita sobre muitas disciplinas. Esses serviços de pesquisa bi- 
bliográfica, quando utilizados de forma adequada, tornam-se 
ferramentas altamente eficientes na localização de informa- 
ções específicas. A Wikipedia (http://wikipedia.org/) é tam- 
bém uma fonte importante (valiosa) e facilmente disponível. 

B. A leitura de um artigo científico 

Todas as publicações de pesquisa apresentam praticamente a 
mesma estrutura de seis partes. Normalmente, possuem um 
pequeno resumo ou sumário antecedendo o corpo do tra- 
balho. O trabalho então continua com uma introdução, que 
em geral contém uma breve sinopse do campo da pesquisa, 


TABELA 1.5 Alguns periódicos com publicações bioquímicas 

Accounts of Chemical Research 

Advances in Protein Chemistry and Structural Biotogy 

Annual Review of Biochemistry 

Annual Review of Biophysics 

Annual Review of Cell and Developmental Biology 

Annual Review of Genetics 

Annual Review of Genomics and Human Genetics 

Annual Review of Immunology 

Annual Review of Medicine 

Annual Review of Microbiology 

Annual Review of Physiology 

Annual Review ofPlant Biology 

Biochemical Journal* 

Biochemistry and molecular Biology Education* 

Biochimica et Biophysica Acta* 

BioEssays 

Cell* 

Chemistry and Biology 

Criticai Reviews in Biochemistry and Molecular Biology 
Criticai Reviews in Eukaryotic Gene Expression 
Current Biology 

Current Opinion in Biotechnology 
Current Opinion in Cell Biology 
Current Opinion in Chemical Biology 
Current Opinion in Genetics and Development 
Current Opinion in Structural Biology 
Essays in Biochemistry 
FASEB Journal * 

Journal of Biological Chemistry* 

Methods in Enzymology 
Molecular Cell* 

N ature* 

Nature Reviews Molecular Cell Biology 
Nature Structural & Molecular Biology* 

Proceedings ofthe National Academy of Sciences USA* 

Progress in Biophysics and Molecular Biology 
Progress in Nucleic Acid Research and Molecular Biology 
Protein Science* 

Quarterly Reviews of Biophysics 
Science* 

Scientific American 
Structure* 

Trends in Biochemical Sciences 
Trends in Cell Biology 
Trends in Genetics 

* Periódicos que publicam principaimente artigos científicos. 
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os motivos pelos quais o pesquisador a realizou e uma ante- 
cipação das suas conclusões. A seção seguinte contém uma 
descrição dos métodos utilizados na obtenção dos dados da 
pesquisa. Esta é seguida pela apresentação dos resultados da 
investigação e por uma seção de discussão na qual as conclu- 
sões do pesquisador são contextualizadas e comparadas com 
outros trabalhos sobre o mesmo campo de pesquisa. No final, 
existe uma lista de referências. Os artigos em sua maioria são 
“artigos completos”, que podem ter dezenas de páginas. No 
entanto, muitas revistas também contêm “comunicações” ou 
“cartas”, que normalmente possuem poucas páginas e com 
frequência são publicadas com maior rapidez do que os “arti- 
gos completos”. Muitos artigos possuem material suplemen- 
tar disponível na página do periódico na internet. 

A maneira como um artigo científico deve ser lido não é 
óbvia. Talvez a pior forma de leitura seja ler do princípio ao 
fim como se fosse uma espécie de história curta. Na verdade, 
a maioria dos pesquisadores raramente lê todo um artigo por 
completo. Isso simplesmente demora muito e raramente é 
produtivo. Em vez disso, eles selecionam partes de um artigo 
e só se aprofundam ao perceberem que a leitura será provei- 
tosa. A frase a seguir descreve uma maneira razoavelmente 
eficaz de fazer a leitura de um artigo científico. Deve ser um 
processo ativo no qual o leitor está constantemente avaliando 
o que está lendo e relacionando ao seu conhecimento prévio. 
Além disso, o leitor deve manter um ceticismo saudável, já 
que em qualquer artigo existe uma possibilidade razoável de 


erro, principalmente no que se refere à interpretação dos da- 
dos experimentais e às suas especulações. 

Se o título de um trabalho lhe parece interessante, então 
o interesse deve ser confirmado pela leitura do resumo. Na 
maioria das vezes, mesmo naqueles artigos que contêm infor- 
mações úteis, não é necessário ler mais do que isso. Se você 
optar por continuar, provavelmente a melhor forma de fazê- 
-lo é ler a introdução para que possa obter uma visão geral do 
trabalho. Nesse ponto, os cientistas mais experientes fazem 
uma rápida leitura da seção das conclusões para entenderem 
melhor o que foi descoberto. Se a continuação da leitura pa- 
recer importante, eles vão para a seção dos resultados e in- 
vestigam se os dados experimentais sustentam as conclusões. 
Normalmente, a seção dos métodos (que, na maioria dos pe- 
riódicos é, na maior parte, relegada aos materiais suplemen- 
tares) não é lida em detalhes, pois é escrita de uma forma 
muito condensada que só é completamente inteligível pelos 
especialistas na área. Contudo, para esses especialistas, a se- 
ção dos métodos pode ser a parte mais valiosa do trabalho. 
Neste ponto, o que fazer a seguir, se há algo para ser feito, 
é determinado pelas dúvidas remanescentes. Em muitos ca- 
sos, essas dúvidas só são eliminadas pela leitura de algumas 
referências dadas no trabalho. De qualquer maneira, a não 
ser que você pretenda repetir uma parte ou todo o trabalho 
descrito, raramente é necessário ler um artigo em detalhes. 
Você vai descobrir que fazer isso de uma forma crítica, mes- 
mo com um artigo de tamanho médio, demora muitas horas. 


RESUMO DO CAPÍTULO 


1 Procariotos Procariotos são organismos unicelulares que não 
possuem membrana nuclear. A maioria dos procariotos tem ana- 
tomia similar: uma parede celular rígida envolvendo a membrana 
celular que envolve o citoplasma. O único cromossomo da célula é 
condensado, formando um nucleoide. A bactéria Escherichia coli, o 
organismo melhor caracterizado bioquimicamente, é um procarioto 
típico. Os procariotos necessitam de uma grande variedade de nu- 
trientes. Os quimiolitotróficos metabolizam substâncias inorgânicas. 
Os fotolitotróficos, como as cianobactérias, realizam a fotossíntese. 
Os heterotróficos, que obtêm energia pela oxidação de substâncias 
orgânicas, são classificados como aeróbios, se utilizam o oxigênio 
neste processo, ou anaeróbios, se utilizam outros agentes oxidantes 
como aceptor terminal de elétrons. O esquema tradicional de classi- 
ficação procariótica é arbitrário, por causa da escassa correlação en- 
tre a forma e o metabolismo das bactérias. Entretanto, com a com- 
paração de sequências de ácidos nucleicos e proteínas, foi possível 
estabelecer que todas as formas de vida podem ser classificadas em 
três domínios de descendência evolutiva: Archaea (as células arque- 
ais), Bactéria (eubactéria) e Eukarya (eucariotos). 

2 Eucariotos As células eucarióticas, que são muitíssimo mais 
complexas que as procarióticas, são caracterizadas por possuírem 
várias organelas envoltas por membranas. As mais evidentes delas 
são o núcleo, que contém os cromossomos, e o nucléolo, onde são 
produzidos os ribossomos. O retículo endoplasmático é o local da 
síntese de lipídeos e proteínas destinados à secreção. O processa- 
mento desses produtos ocorre no aparelho de Golgi. Acredita-se 
que a mitocôndria, onde acontece o metabolismo oxidativo, evoluiu 
de uma relação simbiótica entre uma bactéria anaeróbia e um eu- 
carioto primitivo. Ü cloroplasto, local da fotossíntese nas plantas, 
deve ter evoluído de maneira semelhante a partir de uma cianobac- 
téria. Fazem parte das organelas eucarióticas também o lisossomo, 
cuja função é a digestão intracelular, e o peroxissomo, que contém 
enzimas oxidativas (incluindo aquelas que geram FF0 2 ). O citoplas- 


ma eucariótico consiste em um citoesqueleto cujos componentes in- 
cluem microtúbulos, que é composto de tubulina; microfilamentos, 
que são compostos de actina; e filamentos intermediários, que são 
compostos de diferentes proteínas em diferentes tipos de células. Os 
eucariotos têm uma enorme diversidade morfológica tanto no nível 
celular como de organismo. Eles têm sido classificados em quatro 
reinos: Protista, Plantae, Fungi e Animalia. O padrão de desenvol- 
vimento embrionário em organismos multicelulares espelha parcial- 
mente a sua história evolutiva. 

3 Bioquímica: Prólogo Os organismos têm uma estrutura hierár- 
quica que se estende até o nível submolecular. Eles contêm três tipos 
básicos de macromoléculas: as proteínas, os ácidos nucleicos e os po- 
lissacarídeos, assim como os lipídeos, e cada um deles é formado de 
apenas poucas, mas diferentes espécies de unidades monoméricas. 
As macromoléculas e os arranjos supr amo lecul ares dão origem às 
suas formas biológicas nativas por meio de um processo de auto-or- 
ganização. Os mecanismos formadores de estruturas biológicas mais 
complexas são ainda bem desconhecidos. Os processos metabólicos 
são organizados em uma série de rotas firmemente reguladas. Elas 
são classificadas como catabólicas ou anabólicas, dependendo se 
participam ou não de processos de degradação ou biossintéticos. A 
“moeda” de energia comum desses processos é o ATP, cuja síntese 
é o produto de muitas rotas catabólicas e cuj a hidrólise impulsiona a 
maior parte das rotas anabólicas. O DNA, a molécula hereditária da 
célula, possui a informação genética em suas sequências de bases. A 
sequência de bases complementares de suas duas fitas permite que 
elas atuem como um molde para a sua própria repli cação e também 
para a síntese de fitas complementares de RN A. Os ribossomos sin- 
tetizam as proteínas ligando os aminoácidos da forma especificada 
pela sequência de bases dos RNAs. 

4 Genética: Uma revisão As células eucarióticas contêm um 
número característico de pares homólogos de cromossomos. Na 
mitose, cada célula-filha recebe uma cópia de cada um desses cro- 



Bioquímica 37 


mossomos, mas na meiose cada gameta resultante recebe somente 
um membro de cada par de homólogo. A fertilização é a fusão de 
dois gametas haploides para formar um zigoto diploide. As leis de 
Mendel quanto à herança definem que formas alternativas de carac- 
terísticas de linhagens puras são determinadas por diferentes alelos 
do mesmo gene. Os alelos podem ser dominantes, codominantes ou 
recessivos, dependendo do fenótipo do heterozigoto. Genes diferen- 
tes se agregam independentemente, a menos que estejam localiza- 
dos no mesmo cromossomo. A ligação entre genes no mesmo cro- 
mossomo, entretanto, nunca é completa, por causa da recombinação 
entre cromossomos homólogos durante a meiose. A proporção na 
qual os genes se recombinam varia com a sua separação física, pois a 
recombinação sempre ocorre ao acaso. Isso permite a construção de 
mapas genéticos. Pelo teste de comp leme nt ação, pode-se determi- 
nar se duas características recessivas são alelas ou não. A natureza 
dos genes é bem-definida pelo ditado “um gene - um polipeptídeo”. 
Variedades mutantes de bacteriófagos são detectadas por sua capa- 
cidade de matar seu hospedeiro sob diferentes condições restritivas. 
A análise da estrutura da região do rll do cromossomo do bacte- 
riófago T4 revelou que a recombinação pode ocorrer dentro de um 
gene, que genes são estruturas lineares sem ramificações e que a 
unidade de mutação é de ~1 par de bases. 

5 A origem da vida A vida é baseada em carbono, pois somente 
o carbono, dentre todos os elementos da tabela periódica, tem uma 
química suficientemente complexa unida à capacidade de formar 


cadeias estáveis praticamente infinitas de átomos covalentemente 
ligados. Estima-se que as reações entre as moléculas na atmosfera 
reduzida da Terra na era pré-biótica foram as responsáveis por for- 
mar os precursores orgânicos simples, a partir dos quais as molé- 
culas biológicas se desenvolveram. Assim, nas reações que podem 
ter sido catalisadas por minerais tais como a argila, foram formados 
os polipeptídeos e os polinucleotídeos. Estes se desenvolveram sob 
a pressão da competição pelas unidades monoméricas disponíveis. 
Desse modo, um ácido nucleico, mais provavelmente o RNA, desen- 
volveu a capacidade de atuar em sua própria replicação, conduzindo 
à síntese de proteínas que catalisam a síntese de polinucleotídeos. 
Esse processo foi seguido pelo desenvolvimento de membranas 
celulares, que formaram as entidades vivas. Subsequentemente, os 
processos metabólicos desenvolveram-se para sintetizar intermediá- 
rios necessários a partir de precursores disponíveis, assim como os 
compostos de alta energia necessária para iniciar essas reações. Da 
mesma forma, a fotossíntese e a respiração surgiram em resposta à 
pressão ambiental trazida pelas ações de organismos vivos. 

6 A literatura bioquímica O considerável volume e a alta velo- 
cidade com que surgem novos artigos exigem uma leitura constante 
da literatura na área, para alcançar uma atualização completa de 
todos os aspectos da bioquímica. A revisão literária fornece uma 
entrée em uma dada especialidade. Permanecer em dia em qualquer 
área, entretanto, requer um estudo regular da literatura básica. Essa 
deve ser lida de maneira crítica, mas altamente seletiva. 
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PROBLEMAS 


É muito difícil aprender bem alguma coisa sem participar dela de 
alguma forma. Por isso, os problemas no final dos capítulos cons- 
tituem uma parte importante deste livro. Poucos problemas são do 
tipo “decoreba”. A maior parte deles foi projetada para fazê-lo pen- 
sar e proporcionar visões não discutidas no texto. Suas dificuldades 
vão desde aquelas que requerem somente alguns momentos de re- 
flexão até aquelas que exigirão uma hora ou mais de concentração 
para serem resolvidas. Os problemas mais difíceis estão indicados 
por um asterisco (*). As respostas dos problemas estão detalhadas 
no Solutions Manual to Accompany Biochemistry (4 a Ed.) de Donald 
Voet e Judith G. Voet. E claro que você deve se esforçar ao máximo 
para resolver os problemas antes de consultar o Solutions Manual. 

1. Sob condições ótimas para o crescimento, uma célula de E. coli 
se divide a cada 20 minutos aproximadamente. Se nenhuma célula 
morrer, quanto tempo levará uma única célula de E. coli para al- 
cançar, sob condições ótimas em um frasco de cultura de 10 L, sua 
densidade celular máxima de 10 1 2 3 4 células? mL (uma cultura “sa- 
turada”)? Supondo que a condição ótima possa ser mantida, quan- 
to tempo leva para que o volume total de células alcance 1 km ? 
(Presuma que uma célula de E. coli tem a forma de um cilindro com 
2 jxm de comprimento e 1 |xm de diâmetro.) 

2. Sem olhar para elas, faça ura desenho esquemático de uma cé- 
lula bacteriana e de uma célula animal. Quais são as funções de suas 
diferentes organelas? Quantas linhas de descendência deve ter uma 
célula animal típica? 

3. Compare a relação superfície -volume de uma célula de E. coli 
(suas dimensões são dadas no Problema 1) e de uma célula eucarió- 
tica esférica com 20 p,m de diâmetro. De que forma essa diferença 
afeta o estilo de vida desses dois tipos celulares? As células com bor- 
da em escova do epitélio intestinal possuem microvilosidades que 
revestem o intestino, cuja função é a de aumentar a capacidade de 
absorção de nutrientes. De que forma a relação superfície-volume 
desta célula eucariótica muda ao se considerar que 20% de sua área 
de superfície estão cobertos por microvilosidades cilíndricas com 
0,1 jxm de diâmetro, 1 (xm de comprimento, e ocorrem em uma ma- 
triz quadrada com uma distância de 0,2 jxm do centro de uma até o 
centro da outra? 

4. Muitas proteínas em E. coli estão normalmente presentes na 
concentração de duas moléculas por célula. Qual é a concentração 
molar de uma dessas proteínas? (As dimensões da E. coli são dadas 


no Problema 1) Quantas moléculas de glicose uma célula de E. coli 
contém se a concentração interna de glicose é de 1 mM? 

5. O DNA do cromossomo de E. coli , quando estendido, mede 
1,6 mm de comprimento e 20 A de diâmetro. Que fração da célula 
é ocupada por seu DNA? (As dimensões da E. coli são dadas no 
Problema 1) Uma célula humana tem 700 vezes mais DNA do que 
a E. coli , e este DNA é esférico, com um diâmetro de 20 |xm. Que 
fração da célula humana é ocupada por seu DNA? 

* 6, Foi descoberto um novo planeta que tem aproximadamente a 
mesma órbita ao redor do Sol do que a Terra, mas não é visível a 
partir da Terra porque está sempre do lado oposto do Sol. Sondas in- 
terplanetárias já estabeleceram que esse planeta possui uma atmos- 
fera significativa. A National Aeronautics and Space Administration 
(NASA) dos Estados Unidos está se preparando para lançar uma 
nova sonda não tripulada que pousará na superfície do planeta. 
Delineie um experimento simples para testar a presença de vida na 
superfície do planeta (suponha que as formas de vida, se houver al- 
guma, sejam provavelmente microrganismos e portanto incapazes de 
se aproximar das câmeras de vídeo da nave e dizer “alô”). 

7. Tem sido sugerido que uma guerra nuclear cobriria a Terra 
com nuvens de poeira e fumaça, que toda a superfície do planeta 
ficaria totalmente escura e, por consequência, intensamente fria 
(bem abaixo de 0 C C) por vários anos (o chamado inverno nuclear). 
Cogita-se que, nesse caso, os seres eucari óticos morreriam e as bac- 
térias herdariam a Terra. Por quê? 

8. Um dos métodos que Mendel usou para testar suas leis é co- 
nhecido como refrocnizamento. Segundo esse método, os F l híbri- 
dos são cruzados com seus pais recessivos. Qual é a distribuição 
esperada da progénie e quais são seus fenótipos em um retrocruza- 
mento envolvendo ervilhas com sementes de cores diferentes? Qual 
é a distribuição esperada para boca-de-leão com flores de diferentes 
cores (use o fenótipo parental branco nesse retro cruzamento) ? 

9. A disputa de paternidade de um filho é, com frequência, deci- 
dida com base nos testes sanguíneos. Os grupos sanguíneos M, N e 
MN (Seção 12.3E) resultam de dois alelos, L M e L , o grupo sanguí- 
neo Rh" resulta do alelo dominante R. Cada grupo de alelos está em 
um cromossomo diferente, assim como os alelos responsáveis pelo 
grupo sanguíneo ABO. A tabela abaixo mostra os tipos sanguíneos 
de três crianças, de sua mãe e de possíveis pais. Indique, onde for 
possível, a paternidade de cada filho e justifique sua resposta. 
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10. A forma mais comum de cegueira para cores, o daltonismo, 
acomete quase que somente o sexo masculino. Quais são os genóti- 
pos e fenótipos dos filhos e dos netos de um homem daltônico e de 
uma mulher sem história genética de daltonismo? Suponha que os 
filhos se casem com indivíduos sem história de daltonismo. 

11. Supõe-se que as bactérias fotossintéticas verdes e púrpuras 
sejam semelhantes aos primeiros organismos capazes de realizar a 


fotossíntese. Especule quanto à composição da atmosfera terrestre 
na época do surgimento desses organismos. 

12. Explore sua biblioteca de bioquímica (ela pode estar disfar- 
çada de biblioteca de biologia, química ou medicina). Localize os 
periódicos atuais, os periódicos encadernados e os livros. Pesquise 
o conteúdo de um periódico bioquímico atual importante, como 
Biochemistry, Cell ou Proceedings of the National Academy of 
Sciences, e escolha um título de seu interesse. Examine o artigo cor- 
respondente e observe sua organização. Leia também um dos arti- 
gos do último volume do Annual Review of Biochemistry. 

13. Procure no MedLine as publicações dos últimos 5 anos de seu 
cientista biomédico favorito. Esta pessoa pode ser um ganhador re- 
cente do Prêmio Nobel ou alguém de sua universidade. Note que, 
mesmo que o nome da pessoa que você escolheu seja pouco comum, 
provavelmente outras pessoas com o mesmo nome estarão incluídas 
na sua lista inicial. 
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1 Propriedades da água 

A. Estrutura e interações 

B. A água como solvente 

C. Mobilidade dos prótons 

2 Ácidos, bases e tampões 

A. Reações acidobásicas 

B. Tampões 

C. Ácidos poli próti cos 


A vida, como é conhecida pelos seres humanos, ocorre em so- 
luções aquosas. A vida na Terra, aparentemente, surgiu em 
um mar primitivo (Seção 1.5B) e, como registros fósseis mos- 
tram, não se aventurou para a terra firme até tempos relati- 
vamente recentes. Mesmo os organismos que desenvolveram 
a capacidade de viver fora da água carregam o oceano con- 
sigo: a composição dos seus fluidos intracelulares e extrace- 
lulares é notavelmente semelhante à água do mar. Isso acon- 
tece mesmo com os organismos que vivem em ambientes tão 
raros como lagos saturados de sal, fontes de águas termais ou 
ácidas e até mesmo petróleo. 

A água é tão familiar que geralmente é considerada como 
um líquido insípido de características simples. Entretanto, a 
água é um líquido com reatividade química tão extraordinária 
que, se os químicos a tivessem descoberto recentemente, sem 
dúvida, seria classificada como uma substância incomum. 

As propriedades da água têm um significado biológico 
profundo. As estruturas das moléculas nas quais a vida se fun- 
damenta — proteínas, ácidos nucleicos, lipídeos e carboidratos 
complexos -, são consequência direta de suas interações com 
o ambiente aquoso. A combinação das propriedades de um 
solvente que seja responsável pelas associações intramolecu- 
lares e intermoleculares dessas substâncias é peculiar â água; 
quanto a isso, nenhum outro solvente pode assemelhar-se a 
ela. Mesmo que sej a plausível a hipótese de que a vida pudes- 
se ser fundamentada em outros polímeros orgânicos, é total- 
mente inconcebível que a organização estrutural complexa e 
a química dos seres vivos pudessem existir em qualquer ou- 
tro meio que não o meio aquoso. De fato, observações dire- 
tas da superfície de Marte, o único outro planeta do sistema 
solar cuja temperatura é compatível com a vida, indicaram 
que atualmente ele é desprovido tanto de água como de vida. 

As estruturas e os processos biológicos só podem ser 
compreendidos considerando-se as propriedades físicas e 
químicas da água. Por isso, este capítulo será iniciado com 
uma discussão das propriedades da água, tanto propriedades 
moleculares como as propriedades como solvente. Na seção 
seguinte, será revisto o comportamento químico da água, isto 
é, a natureza dos ácidos e bases aquosos. 


1 PROPRIEDADES DA AGUA 

As propriedades físicas e de solvatação peculiares da água 
vêm, em grande parte, da sua extraordinária coesão interna, 
quando comparada a qualquer outro líquido. Nesta seção, a 
base física desse fenômeno será explorada. 

A. Estrutura e interações 

A molécula de H,ü tem uma geometria angular, na qual o 
comprimento da ligação O— H é de 0,958 À e o ângulo entre 
as ligações H—O— H é de 104,5° (Fig. 2.1). A grande diferen- 
ça de eletronegatividade entre o H e o O dá à ligação O— H 
um caráter iônico de 33 % , indicado pelo momento dipolar 
da água de 1,85 unidades debye. Claramente, a água é uma 
molécula altamente polar, um fenômeno que tem enormes 
implicações para os sistemas vivos. 

a. As moléculas de água associam-se por meio de ligações 
de hidrogênio 

As atrações eletrostáticas entre os dipolos de duas moléculas 
de água tendem a orientá-las entre si de tal maneira que a li- 
gação O— H de uma molécula de água volta-se para a nuvem 
dopar de elétrons não compartilhado do átomo de oxigênio da 
outra molécula de água. Isto resulta em uma associação inter- 


Enveiope de 
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FIGURA 2.1 Estrutura da molécula de água. Este desenho 
representa o envelope de van der Waals da molécula (em que 
os componentes atrativos das interações de van der Waals equi- 
libram os componentes de repulsão). O modelo do esqueleto da 
molécula indica suas ligações covalentes. 
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molecular direcionada conhecida como ligação de hidrogênio 
(Fig. 2.2), uma interação decisiva tanto para as propriedades 
da própria água como para o seu papel como solvente bio- 
químico. De uma maneira geral, uma ligação de hidrogênio 
pode ser representada como D—H - A, onde D— H é um “gru- 
po doador" fracamente ácido, como os grupos N—H ou O—H, 
e A está carregando um elemento despareado, sendo assim um 
“ átomo aceptor " fracamente básico, como um N ou O. Desta 
forma, uma ligação de hidrogênio é melhor representada 
como a "D— H S+ -- S_ A, onde a separação de cargas na ligação 
D-H provém da grande eletronegatividade de D em relação 
a H. A necessidade peculiar que a ligação de hidrogênio tem 
por um átomo central de hidrogênio em vez de qualquer outro 
átomo deve-se ao pequeno tamanho do átomo de hidrogênio: 
somente o núcleo do hidrogênio pode aproximar-se da nuvem 
do par de elétrons de um átomo aceptor a uma distância próxi- 
ma o suficiente para possibilitar uma associação eletrostática 
que tenha uma magnitude significativa. Mais ainda, medições 
por difração de raios X revelaram que as ligações de hidrogê- 
nio têm um caráter parcialmente co valente (—10%). 

As ligações de hidrogênio são estruturalmente caracteri- 
zadas por uma distância H- ■ A que é pelo menos 0,5 À mais 
curta que o calculado para uma distância de van der Waals (a 
distância de maior aproximação entre dois átomos que não es- 
tejam ligados). Na água, por exemplo, a distância da ligação 
O - Hé aproximadamente 1,8 Á, contra os 2,6 Á da distância 
de van der Waals correspondente. A energia de uma ligação de 
hidrogênio (—20 kJ • mol’ 1 na água) é pequena quando compa- 
rada às energias das ligações covalentes (p. ex., 460 kJ • mol" 1 
para uma ligação covalente O—H). Contudo, muitas moléculas 
biológicas têm um número tão grande de grupos ligados por 
ligações de hidrogênio que essas ligações são de extrema im- 
portância na determinação das suas estruturas tridimensionais 
e das associações intermoleculares que fazem. A ligação de hi- 
drogênio será posteriormente discutida na Seção 8.4B . 

b. As propriedades físicas do gelo e da água líquida são, em 
grande parte, consequência de ligações de hidrogênio 
intermoleculares 

A estrutura do gelo é um bom exemplo do poder cumulati- 
vo das ligações de hidrogênio. Estudos de difração de raios 
X e de difração de nêutrons mostraram que as moléculas de 
água no gelo estão organizadas em uma estrutura aberta in- 
comum. Cada uma das moléculas de água está rodeada, em 
um arranjo tetraédrico, por quatro vizinhas mais próximas, 
às quais está ligada por ligações de hidrogênio (Fig. 2.3). A 
molécula de H 2 0 central é a “doadora” para duas dessas li- 
gações de hidrogênio e a “aceptora” das outras duas ligações. 
Uma consequência dessa estrutura aberta é que a água é uma 
das poucas substâncias que se expande ao congelar (a 0 o C, a 
água líquida tem uma densidade de 1 ,00 g • mL 1 , enquanto o 
gelo tem uma densidade de 0,92 g • mL ). 

A expansão da água durante o congelamento tem conse- 
quências de extrema importância para a vida na Terra. Caso 
a água se contraísse ao congelar, tornando-se mais em vez de 
menos densa, o gelo ficaria submerso no fundo dos lagos e 
oceanos em vez de flutuar. Esse gelo ficaria então isolado do 
sol, de modo que os oceanos, com exceção de uma fina camada 
superficial de água líquida em clima ameno, estariam perma- 
nentemente congelados (a grandes profundidades, mesmo nos 
oceanos tropicais, a temperatura da água fica próxima a 4 o C, a 



FIGURA 2.2 Ligação de hidrogênio entre duas moléculas de 
água. A força desta interação é máxima quando a ligação cova- 
lente O - H de uma molécula aponta diretamente para a nuvem 
eletrônica não compartilhada do átomo de oxigênio com o qual 
ela se liga por ligações de hidrogênio. 






1 

í 



FIGURA 2.3 Estrutura do gelo. O arranjo tetraédrico das mo- 
léculas de água é uma consequência da disposição aproximada- 
mente tetraédrica de cada um dos orbitais hibridizados em sp~ e 
não compartilhados do átomo de oxigênio (Fig. 2.2). Os átomos 
de oxigênio e de hidrogénio estão representados, respectiva- 
mente, por esferas vermelhas e brancas, e as ligações de hidro- 
gênio estão indicadas por linhas tracejadas. Observe a estrutura 
aberta que dá ao gelo uma densidade menor do que a da água lí- 
quida. (Segundo Pauling, L., The Nature ofthe Chemical Bound 
[3rd ed.],p. 465, Comell University Press, EUA [1960].) 


temperatura de sua densidade máxima). A reflexão da luz solar 
pela superfície desses oceanos congelados e o efeito destes no 
esfriamento da atmosfera fariam com que a temperatura das 
áreas de terra firme fosse muito mais fria do que atualmente; 
isto é, a Terra estaria em uma idade do gelo permanente. Além 
disso, uma vez que, aparentemente, a vida evoluiu a partir dos 
oceanos, parece muito improvável que a vida pudesse ter se de- 
senvolvido caso o gelo se contraísse ao congelar. 

Embora a fusão do gelo sej a uma indicação do colapso co- 
operativo dessa estrutura mantida por ligações de hidrogênio, 
as ligações de hidrogênio entre as moléculas de água continuam 
existindo no estado líquido. O calor de sublimação do gelo a 
0°C é 46,9 kl • mol" 1 . Ainda assim, apenas aproximadamente 
6 kJ • mol 1 desse montante pode ser atribuído à energia ciné- 
tica das moléculas de água no estado gasoso. Os 41 kJ • mol" 1 
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restantes devem então representar a energia necessária para 
romper as interações por ligações de hidrogênio que mantêm o 
cristal de gelo coeso. O calor de fusão do gelo (6,0 kJ • mol 1 ) é 
de cerca de ~ 15 % do total da energia necessária para romper a 
estrutura do gelo. A água no estado líquido , portanto, tem ape- 
nas cerca de 15% menos ligações de hidrogênio do que o gelo a 
(fC. De fato, o ponto de ebulição da água é 264°C mais alto do 
que o do metano (Cll, t , uma substância com uma massa mole- 
cular muito próxima à da água, mas que não é capaz de formar 
ligações de hidrogênio (na ausência de associações intermole- 
culares, substâncias com a mesma massa molecular devem ter 
pontos de ebulição semelhantes). Esse elevado ponto de fusão 
é um reflexo da extraordinária coesão interna da água líquida, 
que resulta das ligações de hidrogênio intermoleculares. 

c. A água líquida tem uma estrutura attamente oscilante 
Análises da água em estado líquido usando dif ração de raios 
X e espalhamento de nêutrons revelam uma estrutura com- 
plexa. Próximo a 0°C, a água apresenta uma distância média 
de 2,82 Á entre dois O O vizinhos mais próximos, que é 
ligeiramente maior do que os 2,76 À da distância correspon- 
dente no gelo, apesar da maior densidade da água no estado 
líquido. Os dados obtidos por raios X indicam também que 
cada molécula de água é rodeada, em média, por 4,4 vizinhas, 
o que sugere fortemente que, à curta distância, a estrutura da 
água tem um caráter predominantemente tetraédrico. Isto é 
corroborado pelo fato de que as distâncias intermoleculares 
na água líquida são de cerca de 4,5 e 7,0 À, distâncias que, 
em estruturas tetraédricas como a do gelo, são aproximada- 
mente aquelas esperadas para o segundo e o terceiro vizinhos 
mais próximos. A água no estado líquido, entretanto, também 
apresenta distâncias intermoleculares de 3,5 Á, que não po- 
dem ser explicadas em termos de uma estrutura como a do 
gelo. Ademais, essas distâncias médias tornam-se menos de- 
finidas à medida que a temperatura sobe a uma faixa de tem- 
peratura fisiologicamente significativa, indicando que há uma 
ruptura térmica na estrutura da água em curtas distâncias. 

A estrutura da água líquida não pode ser descrita de um 
modo simples, porque cada molécula de água reorienta-se 
aproximadamente a cada 10’ 12 s, o que torna a determina- 
ção da estrutura da água em um dado instante um problema 
teórica e experimentalmente difícil (existem poucas técnicas 
experimentais que podem fazer medições em intervalos de 
tempo tão curtos). De fato, foi somente com o surgimento 
dos métodos computacionais modernos que os cientistas teó- 
ricos perceberam que finalmente estavam começando a ter 
uma compreensão da água líquida no nível molecular. 

Em grande parte, cada uma das moléculas da água no es- 
tado líquido está ligada a quatro vizinhas próximas, do mes- 
mo modo que ocorre no gelo. Entretanto, essas ligações de 
hidrogênio estão distorcidas, de modo que as redes de molé- 
culas associadas são irregulares e variadas, sendo que o nú- 
mero de ligações de hidrogênio formadas por cada molécula 
de água pode variar entre 3 e 6. Assim, por exemplo, anéis 
formados por 3 a 7 moléculas associadas por ligações de hi- 
drogênio ocorrem normalmente na água no estado líquido 
(Fig. 2.4), contrastando com os anéis de 6 membros seme- 
lhantes ao cicloexano característicos do gelo (Fig. 2.3). Mais 
ainda, essa rede está constantemente rompendo-se e refazen- 
do-se em intervalos de tempo da ordem de 2 X 10~ n s. Dessa 
forma, a água no estado líquido consiste em uma instável rede 




FIGURA 2,4 Predição teórica e confirmação espectroscópica 
da estrutura trimérica, tetramérica e pentamérica da água. Ob- 
serve que estes anéis são essencialmente planares, em que cada 
molécula de água atua tanto como doadora como aceptora das 
ligações de hidrogênio, estando os hidrogénios livres localiza- 
dos acima e abaixo do plano dos anéis. (Segundo Liu, K., Cru- 
zan, J.D., and Saykelly, R.J., Science 271, 930 [1996].) 

tridimensional de moléculas de H 2 0 associadas por ligações 
de hidrogênio que, em curtas distâncias, assemelha-se ao gelo. 


B. A água como solvente 

Solubilidade é uma propriedade que depende da capacidade 
que um solvente tem em interagir com um soluto de uma ma- 
neira mais forte do que as partículas de soluto têm em inte- 
ragirem entre si. A água é chamada de “solvente universal”. 
Embora essa afirmação não sej a literalmente verdadeira, é 
certo que a água dissolve um número maior de substâncias e 
em maior quantidade do que qualquer outro solvente. O ca- 
ráter polar da água a torna um excelente solvente para mate- 
riais polares e iônicos, que são denominados hidrofQicos (do 
grego: hydro, água + philos, amigo). Substâncias apoiares, 
por outro lado, são praticamente insolúveis em água (“óleo e 
água não se misturam”) e, consequentemente, são descritas 
como hidrofóbicas (do grego: phobos, medo). Substâncias 
apoiares, entretanto, são solúveis em solventes apoiares, tais 
como CC1 4 ou hexano. Esse fato pode ser resumido pela má- 
xima que diz: semelhante dissolve semelhante. 

Por que os sais se dissolvem em água? Os sais, como 
NaCl ou K 2 HP0 4 , são mantidos associados por forças iôni- 
cas. Os íons de um sal, como qualquer outra carga elétrica, 
interagem de acordo com a lei de Coulomb: 


F = 


Dr 2 


[ 2 . 1 ] 


onde Fé a força entre duas cargas elétricas q, e q 2 , que estão 
separadas por uma distância r, D é a constante dielétrica do 
meio situado entre elas e k é uma constante de proporcionali- 
dade (8,99 X 10 J * m • C ). Assim, à medida que a constante 
dielétrica de um meio aumenta, decresce a força que une as 
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TABELA 2.1 Constantes dielétricas e momentos dipolo 

moleculares permanentes de alguns solventes 
comuns 


Substância 

Constante 

dielétrica 

Momento dipolar 
(debye) 

Formamida 

110,0 

3,37 

jr 

Agua 

78,5 

1,85 

Sulf óxido de dimetila 

48,9 

3,96 

Metanol 

32,6 

1,66 

Etanol 

24,3 

1,68 

Acetona 

20,7 

2,72 

Amónia 

16,9 

1,47 

Clorofórmio 

4,8 

1,15 

Éter dietílico 

4,3 

1,15 

Benzeno 

2,3 

0,00 

Tetracloreto de carbono 

2,2 

0,00 

Hexano 

1,9 

0,00 


Fonte: Brey, W.S., Physical Chemistry and Its Biological Applications, p. 26, 
Academic Press (1978). 


cargas nesse meio; então, a constante dielétrica de um solven- 
te é uma medida da sua habilidade em manter cargas opostas 
separadas. No vácuo, D tem valor de uma unidade e, no ar, 
seu valor é minimamente maior. As constantes dielétricas de 
vários solventes comuns, assim como seus momentos dipola- 
res permanentes, estão listadas na Tabela 2.1. Observe que es- 
sas grandezas têm a tendência de aumentar simultaneamente, 
embora de maneira irregular. 

A constante dielétrica da água é uma das maiores entre 
qualquer líquido puro , enquanto as constantes dielétricas 
de substâncias apoiares, como os hidrocarbonetos, são re- 
lativamente pequenas. Assim, a força entre dois íons sepa- 
rados por uma dada distância em líquidos apoiares, como 
hexano ou benzeno, é 30 a 40 vezes maior do que em água. 
Consequentemente, em solventes apoiares ( D baixo), íons de 
cargas opostas atraem-se entre si tão intensamente que eles 
coalescem formando um sal, enquanto as forças muito mais 
fracas entre íons em solução aquosa ( D alto) fazem com que 
quantidades significativas dos íons permaneçam separadas. 

Um íon imerso em um solvente polar atrai as extremida- 
des de carga oposta dos dipolos do solvente, como está repre- 
sentado na Fig. 2.5 para o caso da água. O íon é assim rodeado 
por várias camadas concêntricas de moléculas do solvente. 
Diz-se que tal íon está solvatado, ou, caso o solvente seja a 
água, hidratado. O campo elétrico formado pelos dipolos do 
solvente opõe-se ao campo elétrico do íon, de modo que, na 



FIGURA 2.5 Solvatação de íons por moléculas de água orientadas. 


realidade, a carga elétrica espalha-se por todo o volume do 
complexo solvatado. Essa organização atenua muito as forças 
de Coulomb entre os íons, sendo esse o motivo pelo qual os 
solventes polares possuem constantes dielétricas tão elevadas. 

O efeito de orientação das cargas iônicas sobre molé- 
culas dipolares é contraposto pelo movimento cinético, que 
permanentemente força as moléculas a se reorientarem de 
forma aleatória. Em um complexo solvatado, os dipolos 
estão apenas parcialmente orientados. A razão pela qual a 
constante dielétrica da água é muito maior do que a de ou- 
tros líquidos com momentos dipolares semelhantes reside no 
fato de que a estrutura por ligações de hidrogênio da água 
no estado líquido permite que ela forme estruturas orienta- 
das, que resistem ao movimento cinético aleatório, conse- 
quentemente deixando as cargas iônicas melhor distribuídas. 
Efetivamente, quando submetido à alta pressão a constante 
dielétrica é 3 porque as suas moléculas de água não podem se 
reorientar em resposta à um campo elétrico externo. 

Os dipolos de ligação presentes em moléculas polares 
não carregadas as tornam solúveis em soluções aquosas pe- 
los mesmos motivos pelos quais as substâncias iônicas são 
soluvéis em água. A solubilidade de substâncias polares e de 
substâncias iônicas é aumentada caso elas tenham grupos fun- 
cionais, como grupos hidroxila ( — OH), carbonila (C=0), 
carboxila ( — CO OH ou — C0 2 H) ou amino ( — NH,), que 
formam ligações de hidrogênio com a água, como ilustrado na 
Fig. 2.6. De fato, biomoléculas hidrossolúveis, como proteí- 
nas, ácidos nucleicos e carboidratos, são ricas nesses grupos. 
Substâncias apoiares, ao contrário, são deficientes tanto em 
doadores como em aceptores de ligações de hidrogênio. 

a. Substâncias anfifílicas formam mícelas e bicamadas 

A maioria das moléculas biológicas possui tanto porções po- 
lares (ou carregadas ionicamente) como porções apoiares, de 
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FIGURA 2.6 Ligações de hidrogênio por grupos funcio- 
nais. As ligações de hidrogênio formadas entre a água e (a) 
grupos hidroxila, ( b ) grupos ce tônicos, (c) grupos carboxílicos e 
(d) grupos amino. 
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CH i CH 2 CH 2 CH 2 CH 2 CH 2 CH ;i CH 2 CH ;! CH 2 CH 2 CH 2 CH 2 CH 2 CH 2 C — O 


Palmitato (C 15 H 31 COO ) 


FIGUf A 2.7 Exemplos de ânions de ácidos gra- 
xos. São constituídos por um grupo carboxilato 
polar acoplado a uma longa cadeia hidrocarbonada 
apoiar. 


H H 
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CH 3 CH 2 CH 2 CH 2 CH 2 CH 2 CH,.CH 2 — C = C — CH.CH 2 CH 2 CH.CH 2 CH 2 CH 2 — c — o 


Oleato (C 17 H a3 COO-) 


(a) Micela 


(b) Bicamada 


FIGURA 2.8 Associações de moléculas anfipáticas em solu- 
ções aquosas. As “cabeças” polares são hidratadas, enquanto 
as “caudas” apoiares agregam-se de tal maneira que se ex- 
cluem da solução aquosa, (a) Agregado esférico de moléculas 
anfipáticas conhecido como micela. ( b ) Agregado planar 
estendido de moléculas anfipáticas denominado de bicamada. 
Uma bicamada pode formar uma concha esférica fechada, co- 
nhecida como vesícula, que engloba uma pequena quantidade 
de solução aquosa. 




Grupo da 
“cabeça” 

“Cauda” 
hidrocarbonada 

h 2 o 


modo que são simultaneamente hidrofílicas e hidrofóbicas. 
Moléculas desse tipo, como, por exemplo, íons de ácidos gra- 
xos (sabões iônicos; Fig. 2.7), são chamadas de anfifílicas ou, 
pelo sinônimo, anfipáticas (do grego: amphi, ambos + pathos, 
paixão). Como moléculas anfifílicas interagem com um sol- 
vente aquoso? A água, obviamente, tende a hidratar a porção 
hidrofflica da molécula anfipática, mas ela também tende a ex- 
cluir a porção hidrofóbica. Consequentemente, moléculas an- 
fifílicas tendem a formar agregados estruturalmente ordena- 
dos quando dispersos em água. Tais agregados podem tomar 
a forma de micelas, que são glóbulos de até vários milhares de 
moléculas anfifílicas organizadas com os seus grupos hidrofí- 
licos na superfície do glóbulo, de modo que eles podem inte- 
ragir com solventes aquosos, enquanto os grupos hidrofóbicos 
ficam associados no centro do glóbulo e assim excluem o sol- 
vente (Fig. 2.8a). Entretanto, o modelo esquematizado na Fig. 
2.9a está muito simplificado porque é geometricamente im- 
possível que todos os grupos hidrofóbicos ocupem o centro de 
uma micela. Ao contrário, as moléculas anfipáticas compac- 
tam-se de uma maneira mais desorganizada e com maior osci- 
lação que escondem grandemente os seus grupos hidrofóbicos 
e expõem os seus grupos polares (Fig. 2.9). Alternativamente, 
as moléculas anfifílicas podem organizar-se formando lâminas 
de bicamadas ou vesículas (Fig. 2.8 b), nas quais os grupos po- 
lares ficam voltados para a fase aquosa. 

As interações que estabilizam uma micela ou uma bica- 
mada são coletivamente descritas como forças hidrofóbicas 
ou interações hidrofóbicas, para indicar que elas são resul- 
tantes da tendência que a água tem em excluir os grupos 
hidrofóbicos. As interações hidrofóbicas são relativamente 
fracas, quando comparadas com as ligações de hidrogênio, e 
não possuem orientação. Mesmo assim, as interações hidro- 
fóbicas têm uma importância biológica central porque, como 
será visto nos capítulos posteriores, em grande parte são elas 
as responsáveis pela manutenção da estrutura das macromo- 
léculas biológicas (Seções 8.4C e 29.2C), e também pela inte- 
gridade de agregados supramoleculares, como, por exemplo, 
as membranas. É importante observar que as interações hi- 


drofóbicas são peculiares aos ambientes aquosos. Essas asso- 
ciações não são proporcionadas por outros solventes polares. 

C. Mobilidade dos prótons 

Quando uma corrente elétrica passa por uma solução iônica, 
os íons migram para o eletrodo de polaridade contrária com 
uma velocidade diretamente proporcional ao campo elétrico 
e inversamente proporcional ao arraste friccionai que o íon 
sofre ao deslocar-se pela solução. A mobilidade de um íon 
(mostrada na Tabela 2.2) varia com o tamanho do íon. Note, 
entretanto, que as mobilidades iônicas tanto do H 3 Q 1 como 



FIGURA 2.9 Modelo de micela. Este modelo gerado por com- 
putador mostra vinte moléculas de octilglicosídeo (cadeia de oito 
carbonos ligados a um açúcar) segundo o modelo de volume atô- 
mico. Os átomos de O, polares, estão em vermelho e os átomos de 
C em cinza. Os átomos de H estão omitidos para maior clareza. 
Simulações calculadas em computador indicam que estas micelas 
possuem uma estrutura irregular e que oscilam rapidamente (ao 
contrário do agregado simétrico esboçado na Fig. 2.8a) e de tal 
forma que a cada instante partes das caudas hidrofóbicas ficam 
expostas na superfície da micela. (Cortesia de Michael Garavito e 
Shelagh Ferguson-Miller, Michigan State University, EUA.) 
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TABELA 2.2 Mobilidades iônicas* em água a 25°C 

íon Mobilidade X 10 ^(cm 2 * V 1 ■ s 1 ) 


h 3 o + 

362,4 

Li + 

40,1 

Na + 

51,9 

KT 

76,1 

nh 4 + 

76,0 

Mg 2+ 

55,0 

Ca 2+ 

61,6 

OH~ 

197,6 

cr 

76,3 

Br' 

78,3 

CH3COO 

40,9 

SO 2 ' 

79,8 


*A mobilidade iônica é a distância que um íon se movimenta em 1 s sob a 
influência de um campo elétrico de 1 V * cm 

Fonte: Brey, W.S., Fhysical Chemistry and Its Bíological Applications, p. 
172, Academic Press (1978), 


da OH” são anomalamente grandes quando comparadas 
com as de outros íons. Essa grande velocidade de migração 
do H 3 0 (o íon hidrônio, que é abreviado H + ; um próton 
não hidratado não é estável em solução aquosa) é o resultado 
da capacidade que os prótons têm de saltarem rapidamen- 
te de uma molécula de água para outra (esquematizado na 
Fig. 2.9). Embora, fisicamente, um determinado íon hidrônio 
possa migrar através de uma solução da mesma maneira que, 
por exemplo, um íon Na + , a rapidez desse mecanismo de sal- 
to de prótons torna a mobilidade iônica efetiva do íon H 3 0 
muito maior do que seria se não houvesse esse tipo de salto 
(a vida média de um determinado H 3 0 é de 10” G s a 25°C). 
De maneira semelhante, a anomalamente alta mobilidade 
do íon OH" é atribuída ao mecanismo de salto dos prótons. 
Nesse último caso, porém, a migração iônica aparente é em 
sentido contrário à direção do salto do próton. O salto de 



\ 


H 

0 + 




prótons também é responsável pelo fato de que as reações 
acidobásicas estão entre as reações mais rápidas que ocor- 
rem em soluções aquosas e, como será visto posteriormente 
(Seção 23.3B), tem importância para as reações biológicas de 
transferência de prótons. 


2 ÁCIDOS, BASES E TAMPÕES 

As moléculas biológicas, como as proteínas e os ácidos nuclei- 
cos, têm muitos grupos funcionais, como os grupos carboxílico 
e amino, que podem sofrer reações acidobásicas. Assim, muitas 
das propriedades dessas moléculas variam conforme a acidez 
das soluções nas quais elas estejam imersas. Nesta seção, será 
discutida a natureza das reações acidobásicas e como a acidez é 
controlada, tanto fisiologicamente como no laboratório. 


A. Reações acidobásicas 

Ácidos e bases, segundo uma definição feita na década de 
1880 por Svante Arrhenius, são, respectivamente, substân- 
cias capazes de doar prótons e íons hidroxila. Essa definição 
é um tanto limitada porque, por exemplo, ela não leva em 
consideração o fato de que o NH 3 , que não tem grupo OH", 
apresenta propriedades básicas. Uma definição mais geral, 
que foi formulada em 1923 por Johannes Brpnsted e Thomas 
Lowry, diz que um ácido é uma substância que pode doar 
prótons ( como na definição de Arrhenius) e uma base é uma 
substância que pode aceitar prótons. Segundo essa definição, 
em uma reação acidobásica 

HA + H 2 0 H 3 0 + + A " 

Um ácido de Bronsted (nesse caso, HA) reage com uma base 
de Bronsted (nesse caso, H, 0 ), formando a base conjuga- 
da do ácido (A”) e o ácido conjugado da base (H 3 0 ) (essa 
reação é geralmente abreviada na forma de HA r- - H r + 
A", em que está implícita a participação da água). Então, o 
íon acetato (CH 3 COO) é a base conjugada do ácido acético 
(CH 3 COOH) e o íon amónio (NH 4 h ) é o ácido conjugado da 
amónia (NH 3 ). (Em uma definição ainda mais geral de ácidos 
e bases, Gilbert Lewis descreveu um ácido de Lewis como 
uma substância que pode receber um par de elétrons, e uma 
base de Lewis como uma substância que pode doar um par 
de elétrons. Essa definição, que é aplicável tanto a soluções 
aquosas como a soluções não aquosas, é desnecessariamente 
ampla para descrever a maioria dos fenômenos bioquímicos.) 


a. A força de um ácido é determinada peta sua constante de 
dissociação 

A reação de dissociação mostrada anteriormente é caracte- 
rizada por sua constante de equilíbrio, que, para uma reação 
acidobásica, é conhecida como constante de dissociação, 


[ h 3 o+][a-] 

[HA|[H 2 0| 



FIGURA 2.10 Mecanismo da migração do íon hidrônio em so- 
luções aquosas por meio de salto de prótons. Saltos de prótons, 
que ocorrem principalmente ao acaso, ocorrem rapidamente, 
em comparação com a migração molecular direta, sendo res- 
ponsáveis pela alta mobilidade iônica dos íons hidrônio e hidro- 
xila quando em soluções aquosas. 


A constante de dissociação é uma grandeza que represen- 
ta as afinidades relativas do próton dos pares conjugados 
ácido-base HA/A” e H 3 0 7H 2 0. Tanto aqui como ao lon- 
go de todo o texto, quantidades em colchetes simbolizam as 
concentrações molares das substâncias indicadas. Uma vez 
que, em soluções aquosas diluídas, a concentração da água é 
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essencialmente constante, com [H 2 0] = 1.000 g • L Vl8,015 
g • mol" 1 = 55,5 M, esse termo em geral é combinado com a 
constante de dissociação, que então toma a forma 


K a = K\ H 2 0] 


[H + ] [A ] 
[HA] 



Por brevidade, entretanto, daqui em diante o subscrito “a” 
será omitido. As constantes de dissociação dos ácidos mais 
utilizados na preparação de soluções bioquímicas estão lista- 
das na Tabela 2.3. 

Os ácidos podem ser classificados de acordo com suas 
forças relativas, isto é, de acordo com as respectivas capaci- 
dades de transferir prótons para a água. Ácidos com cons- 


tantes de dissociação menores do que a do H 3 0 (que, por 
definição, em soluções aquosas é a unidade) ionizam-se 
apenas parcialmente em soluções aquosas e são conhecidos 
como ácidos fracos (K < 1 ) . Em contraposição, ácidos fortes 
têm constantes de dissociação maiores do que a do H s O + , 
de maneira que ficam completamente ionizados em soluções 
aquosas (K > 1). Todos os ácidos relacionados na Tabela 2.3 
são ácidos fracos. Entretanto, muitos dos ácidos minerais, 
como HC10 4 , HN0 3 , HCl e H 2 S0 4 (considerando a primeira 
ionização), são ácidos fortes. Uma vez que os ácidos fortes 
transferem rapidamente seus prótons para a H 2 0, o ácido 
mais forte que pode haver em forma estável em uma solução 
aquosa é o H 3 Õ 7 . Da mesma maneira, em soluções aquosas 
não existe nenhuma base que seja mais forte do que OH . 


TABELA 2.3 Constantes de dissociação e piTs a 25 °C de alguns áddos geralmente 

usados em laboratórios como tampões bioquímicos 

Ácido 

K{M) 


Ácido oxálico 

5,37 X 10 -2 

1,27 (p^) 

h 3 po 4 

7,08 X 10 -3 

2,15 (p K,) 

Ácido cítrico 

7,41 X 10 -4 

3,13 (p^) 

Ácido fórmico 

1,78 X 10 -4 

3,75 

Ácido succínico 

6,17 X 10 -3 

4,21 (p^) 

Oxalato - 

5,37 X 10 -3 

4,27 (p K,) 

Ácido acético 

1,74 X 10 -3 

4,76 

Citrato - 

1,74 X 10 -3 

4,76 (pK 2 ) 

Citrato 2- 

3,98 X 10 -6 

5,40 (p K 3 ) 

Succinato— 

2,29 X 10 -ú 

5,64 ( V K 2 ) 

Ácido 2-{N- mor f olino ) etanossulfônico (MES) 

8,13 X 10 -7 

6,09 

Ácido cacodílico 

5,37 X 10 -7 

6,27 

h 2 co 3 

4,47 X 10 -7 

6,35 (p K,) 

Ácido IV- (2- acet amido ) iminodiacético (ADA) 

2,69 X 10 -7 

6,57 

Ácido piperazina-iV,iV' -bis (ácido 2-etanossulfônico) 
(PIPES) 

1,74 X 10 -7 

6,76 

Ácido A-(2-acetamido)-2-aminoetanossulfônico (ACES) 

1,58 X 10 

6,80 

h 2 po 4 - 

1,51 X 10 -7 

6,82 (píQ 

Ácido 3-(iV-niorfolino)propanossulfônico (MOPS) 

7,08 X 10 -s 

7,15 

Ácido iV-2-hidroxietilpiperazina- N' -2-etanossulfônico 
(HEPES) 

3,39 X 10 -s 

7,47 

Ácido Al-2-hidroxietilpiperazina-iV' -3-propanossulfônico 
(HEPPS) 

1,10 X 10 -s 

7,96 

A-(tris[hidroximetil] metil) glicina (Tricine) 

8,91 X 10 -9 

8,05 

Tris(hidroximetil)aminometano (TRIS) 

8,32 X 10 -9 

8,08 

Glicilglicina 

5,62 X 10 -9 

8,25 

N,N - bis (2-hidroximetil)glicina (Bicine) 

5,50 X 10 -9 

8,26 

Ácido bórico 

5,75 X 10 - 10 

9,24 

nh 4 + 

5,62 X 10 -10 

9,25 

Glicina 

1,66 X 10 -10 

9,78 

hco 3 - 

4,68 X 10 -11 

10,33 (pK 2 ) 

Piperidina 

7,58 X 10 -L2 

11,12 

hpo 4 - 

4,17 X 10 -13 

12,38 (p K 3 ) 


Fonte: Principalmente Dawson, R.M*C. S Elliott, D.C., Ellíott, W*H. and Jones, K,M m Data for 
Biochemical Research (3rd ed*), p* 424-425, Oxford Science Publications (1986); and Good, N.E., 
Winget, G.D., Winter, W. s Connolly, T*N. ? Izawa, S* and Singh, RivLM*, Biochemistry 5, 467 (1966)* 
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A água, sendo um ácido, tem uma constante de disso- 
ciação: 

[iP][oi r] 

[H z O] 

Como mostrado anteriormente, a [H 2 0] = 55,5 M constante 
pode ser incorporada na constante de dissociação e a expres- 
são para a constante de ionização da água passa a ser 

K w = [H + ][OH-] [2.4] 

O valor de K w a 25° C é 10" 14 M 1 . A água pura deve conter 
uma quantidade equimolecular de H + e OH”, de maneira 
que [H 4 ] = [OH ] = ( K ) m = IO' 7 M. Uma vez que [H + ] 
e [OH ] estão reciprocamente relacionados conforme a 
Equação [2.4], se [H] for maior do que esse valor, [OH ] 
deve ser proporcionalmente menor e vice-versa. As soluções 
nas quais [H 4 ] = 10”' M são denominadas neutras, aquelas 
com [H + ] > 10”' M são chamadas de ácidas e aquelas com 

j np 

[H] <10 M são chamadas de básicas. A maioria das so- 
luções fisiológicas tem uma concentração de íons hidrogénio 
perto da neutralidade. Por exemplo, normalmente o sangue 
humano é ligeiramente básico, com [H ] = 4,0 X 10“ 8 M. 

Os valores de [H] da maioria das soluções são inconve- 
nientemente pequenos e difíceis de comparar. Uma grandeza 
mais prática, proposta em 1909 por Spren Sprensen, é conhe- 
cida como pH: 

pH=-log[H + ] [2.5] 


O pH da água pura é 7,0, enquanto as soluções ácidas têm pH 
< 7,0 e as soluções básicas têm pH > 7,0. Uma solução 1 M 
de um ácido forte tem pH = 0 e uma solução 1 M de uma base 
forte tem pH = 14. É importante observar que, se duas solu- 
ções diferirem em uma unidade de pH, elas diferirão na [H”] 
por um fator de 10. O pH de uma solução pode ser determina- 
do fácil e acuradamente por meio de medidas eletroquímicas 
com o auxílio de um equipamento conhecido como pH metro. 


b. O pH de uma solução é determinado pelas concentrações 
relativas de ácidos e bases 

A relação entre o pH de uma solução e as concentrações do 
ácido e de sua base conjugada pode ser derivada facilmente 
rearranjando a Equação [2.3] 


[H + ] 



e substituindo-a na Equação [2.5] 

[A-n 

[HA] / 

Definindo píí = -log K, analogamente à Equação [2.5], ob- 
tém-se a equação de Henderson-Hasselbalch: 

pH = p* + 1 o 8 ('[^ã|) m 

Essa equação indica que o pK de um ácido é numericamente 
igual ao pH de uma solução quando as concentrações molares 
do ácido e de sua base conjugada são iguais. A Tabela 2.3 
relaciona os valores do p K de vários ácidos. 


pH = -log K + log 


B. Tampões 

A adição de uma gota de 0,01 mL de HC1 1 M a 1 L de água 
pura altera o pH da água de 7 para 5, o que representa um 
aumento de 100 vezes na [H 4 ]. Uma vez que as propriedades 
das substâncias biológicas variam significativamente com pe- 
quenas alterações de pH, elas necessitam de ambientes nos 
quais o pH seja refratário à adição de ácidos ou bases. Para 
entender como é que isso é possível, convém considerar a 
titulação de um ácido fraco com uma base forte. 

A Fig. 2.11 mostra como os valores de pH de soluções de 
1 L de ácido acético 1 M, (H 2 P0 4 ) 1 M e íon amónio (NH 4 + ) 
1 M variam pela adição de OH". Curvas de titulação como as 
mostradas na Fig. 2.11, bem como as curvas de distribuição 
mostradas na Fig. 2.12, podem ser calculadas usando a equa- 
ção de Henderson-Hasselbalch. Próximo ao início da titula- 


Ponto Ponto de inflexão Ponto 

inicial (pH = pK) final 


t T t 



Equivalentes de OH~ 

FIGURA 2.11 Curvas de titulação acidobásicas de soluções de 
1 L de áddo acético 1 M, H 2 P0 4 e NH 4 4 por uma base forte. No 

ponto inicial de cada titulação, predomina a forma ácida do par 
conjugado ácido-base principal. No meio da titulação, quando o 
pH = p K, a concentração do ácido é igual à da sua base conjuga- 
da. Finalmente, no ponto final da titulação, onde os equivalentes 
da base forte que foi adicionada igualam-se aos equivalentes de 
ácido no ponto inicial, a base conjugada está em quantidade muito 
maior do que o ácido. As zonas sombreadas indicam as faixas de 
pH nas quais a solução correspondente pode funcionar efetiva- 
mente como um tampão, jfb Ver Figuras animadas 
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p k = 4,76 



FIGURA 2.12 Curvas de distribuição do ácido acético e do 
íon acetato. A fração das espécies presentes na solução é dada 
pela razão das concentrações de CH 3 COOH ou CH 3 COO em 
relação à concentração total dessas duas espécies. A faixa de 
tamponamento normalmente aceita como útil de p K ± 1 está 
indicada pela região sombreada. 


ção, uma fração significativa de A~ provém da dissociação 
de HA. De uma maneira semelhante, próximo ao ponto fi- 
nal, a maior parte de HA provém da reação de A” com H 2 0. 
Entretanto, durante a maior parte da titulação, praticamente 
todo o OH” que é adicionado reage completamente com HA 
para formar A”, de modo que 

P.7] 

onde x representa os equivalentes de OH” adicionados e V 
é o volume da solução. Então, usando c Q para representar os 
equivalentes de HA inicialmente presentes, 

Cf) X 

[HA] = [2.8] 

incorporando essas relações nas Equações [2.6] obtém-se 

pH = p K + logí- 1 ) [2.9] 

V c o x / 

que descreve com precisão a curva de titulação, exceto nas 
extremidades (essas regiões necessitam de um tratamento 
mais exato que leve em consideração a ionização da água). 

Vários detalhes da curva de titulação da Fig. 2.10 mere- 
cem ser analisados. 

1. As curvas têm formas semelhantes, mas estão deslocadas 
verticalmente ao longo do eixo do pH. 

2. No ponto de equivalência de cada uma das titulações 
(onde os equivalentes de OH” adicionados são iguais aos 
equivalentes de HA inicialmente presentes), o pH é maior 
que 7, devido à reação de A” com H 2 0 para formar HA -f 
ÕH”; de maneira semelhante, cada um dos pHs iniciais é me- 
nor do que 7. 


3. No ponto de inflexão de cada uma das titulações, o pH 
é numericamente igual ao p K do seu ácido correspondente; 
então, de acordo com a equação de Henderson-Hasselbalch 
[HA] = [A']. 

4. A inclinação de cada uma das curvas de titulação é muito 
menor perto do ponto de inflexão do que nas extremidades 
da curva. Isso indica que quando [HA] ~ [ A ], o pH da so- 
lução é relativamente refratário à adição de bases ou ácidos 
fortes. Essas soluções, que são conhecidas como tampões 
acidobásicos, resistem a mudanças de pH porque pequenas 
quantidades de H ou de OH adicionadas reagem, respecti- 
vamente, com A ou HA presentes sem mudar significativa- 
mente o valor de log([A~]/[HAJ). 

a. Tampões estabilizam o pH das soluções 
A capacidade dos tampões em resistir a mudanças de pH pela 
adição de ácidos ou bases é diretamente proporcional à con- 
centração total do par acido-base conjugado, [HA.] 7 [A”]. 
Essa capacidade é máxima quando pH = p K, diminuindo ra- 
pidamente com a mudança de pH a partir desse ponto. Uma 
boa regra prática é: um ácido fraco está na sua melhor faixa de 
tamponamento no intervalo entre uma unidade de pH acima e 
uma unidade abaixo do seu pK (regiões sombreadas das Figs. 
2.10 e 2.11). Acima dessa faixa, quando a relação [A”]/[HA] 
> 10, o pH da solução modifica-se rapidamente com a adição 
de uma base forte. Um tampão é igualmente incapaz de man- 
ter o pH quando da adição de um ácido forte quando o p K 
for maior que o pH da solução em mais do que uma unidade. 

Os líquidos biológicos, tanto os intracelulares quanto os 
extracelulares, são altamente tamponados. Por exemplo, o 
pH do sangue de pessoas saudáveis é estritamente contro- 
lado em pH 7,4. Os íons fosfato e carbonato que participam 
como componentes da maior parte dos fluidos biológicos são 
importantes para o tamponamento, pois seus respectivos pKs 
estão nessa faixa de pH (Tabela 2.3). Ademais, muitas molé- 
culas biológicas, como as proteínas, os ácidos nucleicos e os 
lipídeos, bem como um grande número de moléculas orgâ- 
nicas, possuem muitos grupos acidobásicos que são efetivos 
como tamponantes na faixa de pH fisiológico. 

Até o início do século XX, não era dada a devida impor- 
tância ao conceito de que as propriedades das moléculas bio- 
lógicas variam com a acidez das soluções nas quais elas estão 
dissolvidas, de modo que a acidez das preparações bioquí- 
micas feitas antes daquele tempo raramente era controlada. 
Consequentemente, os experimentos bioquímicos dessa época 
tinham resultados muito pouco reprodutíveis. Mais recente - 
mente, as preparações bioquímicas passaram a ser rotineira- 
mente tamponadas para simular as propriedades dos fluidos 
biológicos naturais. Grande parte dos ácidos relacionados na 
Tabela 2.3 em geral é usada em preparações bioquímicas. Na 
prática do laboratório, o ácido fraco escolhido e um dos seus 
sais solúveis são dissolvidos em uma relação molar (pratica- 
mente um para um) necessária para produzir o pH desejado e, 
com a ajuda de um pHmetro, o pH da solução é ajustado com 
precisão por titulação com um ácido ou uma base fortes. 

C. Ácidos polipróticos 

Substâncias que contêm mais do que um grupo acidobásico, 
como H 3 P0 4 ou H 2 C0 3 , bem como a maioria das biomolécu- 
las, são conhecidas como ácidos polipróticos. As curvas de 
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FIGURA 2.13 Curva de titulação de 1 L de 
solução de H 3 P0 4 1 M. Os dois pontos de equi- 
valência intermediários ocorrem nas partes mais 
inclinadas da curva. Observe que as curvas são 
achatadas perto dos pontos inicial e final, em 
comparação com os finais curvados das curvas 
de titulação da Fig. 2.10. Isso indica que H,P0 4 
(pX L = 2,15) está próximo de ser um ácido forte 
e PÓ 4 (piC 3 = 12,38) está próximo de ser uma 
base forte. Ver Figuras animadas 


titulação dessas substâncias, como está ilustrado na Fig. 2.12 
para o H 3 P0 4> são caracterizadas por vários pXs, um para 
cada etapa de ionização. O cálculo preciso das concentrações 
das várias espécies iônicas presentes em cada pH são, evi- 
dentemente, uma tarefa mais complexa do que no caso dos 
ácidos monopróticos. 

Os pKs de dois grupos acidobásicos proximamente associa- 
dos não são independentes. A carga iônica resultante de uma 
dissociação de um próton inibe eletrostaticamente a dissocia- 
ção de um segundo, terceiro e demais prótons da mesma mo- 
lécula, aumentando assim os valores dos respectivos p/Cs. Bsse 
efeito, de acordo com a lei de Coulomb, diminui à medida que 
a distância entre os grupos ionizáveis aumenta. Por exemplo, 
os pKs dos dois grupos carboxílicos adjacentes do ácido oxálico 
diferem por 3 unidades de pH (Tabela 2.3), enquanto os grupos 
carboxílicos do ácido succínico, que estão separados por dois 
grupos metilenos, diferem por 1 ,4 unidades de pH. 

0 0 O O 

II II II II 

H — O — C — C — O — H H— O — C — CH 2 CH 2 — C— O — H 

Ácido oxálico Ácido succínico 

Da mesma maneira, ionizações sucessivas do mesmo centro, 
como no H 3 P0 4 ou no íi C0 3 , têm pÁs que diferem por 4 
a 5 unidades de pH. Se os pÁs das ionizações sucessivas de 
um ácido poliprótico diferirem em ao menos 3 unidades de 
pH, pode-se supor com grande grau de certeza que, em um 
dado pH, apenas os componentes do par ácido-base conjuga- 
do caracterizados pelos pÁs mais próximos estarão presentes 
em concentrações significativas. Isso, obviamente, simplifica 
muito os cálculos de determinação das concentrações das vá- 
rias espécies iônicas presentes. 


a. Ácidos polípróticos com valores de pK multo próximos têm 
constantes de ionização molecular 
Se os valores de p K de um ácido poliprótico diferirem por 
menos de aproximadamente 2 unidades de pH, o que ocorre 
talvez na maioria das biomoléculas, as constantes de ioniza- 
ção medidas por titulação não são as constantes de ionização 
reais, mas refletem a ionização média dos grupos envolvidos. 
As constantes de ionização resultantes, portanto, passam a 
ser conhecidas como constantes de ionização molecular. 

Considere o equilíbrio acidobásico mostrado na Fig. 
2.13, no qual há dois sítios de protonação não equivalentes. 
Nesse caso, as grandezas K A , K& K c e K Dl as constantes de 
ionização de cada grupo, são alternativamente chamadas 
de constantes de ionização microscópica. A constante de 
ionização molecular para a remoção do primeiro próton de 
HAHé 


*i = 


[H ]([AH~] 4- [HA~]) 
[HAH ] 


= K a + K b [ 2 . 10 ] 



FIGURA 2.14 Ionização de um ácido que possui dois sítios de 
protonação não equivalentes. 
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De maneira semelhante, a constante de ionização molecular 
K 2 para a remoção do segundo próton é 



[H + ][A 2 ~] 
[AH - ] + [HA - ] 


1 

(i/*c) + OiK D ) 


KçK n 

Kc + Kd 


[ 2 . 11 ] 


Se K a » K b , então K, ~ K A , ou seja, a primeira constante 
de ionização molar é igual à constante de ionização micros- 
cópica do grupo mais ácido. Da mesma maneira, se K D » 
K c , então K 2 ~ K c , de maneira que a segunda constante de 
ionização molecular é a constante de ionização microscópica 
do grupo menos ácido. Caso as etapas de ionização difiram o 
suficiente em seus pKs, as constantes de ionização molecular, 
como seria de esperar, tomam-se idênticas às constantes de 
ionização microscópica. 


RESUMO DO CAPÍTULO 


1 Propriedades da água A água é uma substância extraor- 
dinária, tendo suas propriedades grande importância biológica. 
Uma molécula de água pode participar simultaneamente de até 
quatro ligações de hidrogênio: duas como doadora e duas como 
aceptora. Essas ligações de hidrogênio são responsáveis pela es- 
trutura aberta e de baixa densidade do gelo. Grande parte dessa 
estrutura mantida por ligações de hidrogênio também existe na 
fase líquida, como é evidenciado pelo alto ponto de ebulição da 
água, quando comparado com o ponto de ebulição de substâncias 
de massas moleculares semelhantes. Evidências físicas e teóricas 
indicam que a água líquida mantém uma estrutura molecular aT 
tamente oscilante e associada por ligações de hidrogênio que, em 
distâncias curtas, é semelhante à estrutura do gelo. As proprie- 
dades singulares da água como solvente provêm tanto da sua po- 
laridade como das propriedades de suas ligações de hidrogênio. 
Em soluções aquosas, as substâncias iônicas e as substâncias po- 
lares são rodeadas por várias camadas concêntricas de hidratação 
formadas por dipolos de água orientados, que agem atenuando 
as interações eletrostáticas entre as cargas presentes na solução. 
A distribuição aleatória das moléculas de água devido à energia 
cinética é contraposta pela associação por meio das ligações de hi- 
drogênio, daí a elevada constante dielé trica da água. Substâncias 
apoiares são essencialmente insolúveis em água. Entretanto, 
substâncias anfipáticas agregam-se quando em soluções aquosas, 
formando micelas e bicamadas, devido à combinação de intera- 
ções hidrofóbicas entre as porções apoiares dessas moléculas e 
as interações hidrofílicas dos seus grupos polares com o solvente 
aquoso. Os íons H 3 0 e OH possuem uma mobilidade inusita- 
damente grande quando em soluções aquosas, pois a migração 
desses íons através da solução ocorre principalmente por saltos de 
prótons de uma molécula de H 2 0 para outra. 


2 Ácidos, bases e tampões Um ácido de Brpnsted é uma subs- 
tância que pode doar prótons, enquanto uma base de Brpnsted pode 
aceitar prótons. Ao perder um próton, um ácido de Brpnsted transfor- 
ma-se na sua base conjugada. Em uma reação acidobásica, um ácido 
doa seu próton para uma base. A água pode reagir como um ácido e 
formar um íon hidróxido, OH , ou como uma base e formar um íon 
hidrônio, H 3 0 . A força de um ácido é indicada pela magnitude de 
sua constante de dissociação, K. Ácidos fracos, isto é, aqueles que têm 
constante de ionização menor do que H 3 0 + , dissociam-se apenas par- 
cialmente quando em solução aquosa. A água tem constante de ioniza- 
ção de IO -1 M a 25°C. Uma grandeza prática para expressar a acidez 
de uma solução é o pH (= - log[H ]). A relação entre pH, p K e a 
concentração de cada um dos componentes dos seus pares ácido-base 
conjugados é expressa pela equação de Henderson-Hasselbalch. Um 
tampão ácido-base é uma mistura de um ácido fraco com sua base con- 
jugada em uma solução com pH próximo ao pX do ácido. A relação 
[A]/[HA] de um tampão praticamente não se altera devido à adição 
de ácidos ou bases fortes, de maneira que o pH de um tampão em 
geral não é muito afetado pela adição dessas substâncias. Tampões são 
funcionalmente efetivos somente na faixa de pH entre p K ± 1. Fora 
dessa faixa, o pH da solução modifica-se rapidamente pela adição de 
ácidos ou bases fortes. A capacidade tamponante também depende da 
concentração total do par ácido-base. Os líquidos biológicos em geral 
são tamponados ao redor da neutralidade. Muitos ácidos são polipróti- 
cos. Entretanto, a menos que os pXs das suas várias ionizações difiram 
por menos do que 2 ou 3 unidades de pH, para o cálculo do pH, ácidos 
polipróticos podem ser tratados como se fossem uma mistura de áci- 
dos fracos separados. Para os ácidos polipróticos com pXs que difiram 
menos do que 2 ou 3 unidades de pH, as constantes de ionização ve- 
rificadas estão relacionadas às constantes de ionização microscópica 
individuais de cada um dos grupos que se dissociam. 
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PROBLEMAS 


1. Desenhe o padrão de ligações de hidrogênio que a água forma 
com a acetamida (CH,CONH 2 ) e com a piridina (benzeno com um 
grupo CH substituído por N). 

2. Explique por que as constantes dielétricas dos seguintes pares 
de líquidos têm a ordem dada na Tabela 2.1: (a) tetracloreto de car- 
bono e clorofórmio; (b) etanol e metanol; (c) acetona e formamida. 

3. Mi celas “invertidas” são feitas pela dispersão de moléculas an- 
fipáticas em um solvente apoiar (como o benzeno), juntamente com 
uma pequena quantidade de água (também são fornecidos contra- 
-íons caso os grupos da cabeça polar sejam iônicos). Desenhe a estru- 
tura de uma micela invertida e descreva as forças que a estabilizam. 

*4, Moléculas anfipáticas em soluções aquosas tendem a se con- 
centrar em superfícies tais como interfaces sólido-líquido ou gás- 
-líquido. Elas são portanto chamadas de moléculas de superfície 
ativas ou surfactantes. Explique esse comportamento em termos das 
propriedades das moléculas anfifílicas e indique o efeito que molé- 
culas de superfície ativas têm sobre a tensão superficial da água (a 
tensão superficial é uma medida da coesão interna de um líquido, 
expressa pela força necessária para aumentar a área da superfície do 
líquido). Explique por que surfactantes como os sabões são efetivos 
na dispersão de substâncias e sujeiras oleosas em soluções aquosas. 
Por que as soluções aquosas dos surfactantes formam espuma e por 
que a presença de substâncias oleosas reduzem a espuma? 

5. Mostre por que as forças da ligação de hidrogênio e as forças 
hidrofóbicas variam com a constante dielétrica do meio. 

8. Usando os dados da Tabela 2.2, mostre os tempos que um íon 
K + e um íon H + levariam para percorrer 1 cm em um campo elétrico 
de 100 V ■ cm 1 . 

7. Explique por que a mobilidade do H + no gelo é apenas cerca 
de uma ordem de magnitude menor do que na água líquida, enquan- 
to a mobilidade do Na + em NaCl sólido é zero. 

8. Calcule o pH de: (a) HC1 0,1 M; (b) NaOH 0,1 M; (c) UNO, 3 X 
10” 5 M; (d) HC10 4 5 X 10" ;0 M; (e) KOH 2 X IO” 8 Aí. 

9. O volume de uma célula bacteriana típica é da ordem de 1,0 
|xm . Em pH 7, quantos íons de hidrogênio estão contidos dentro 
de uma célula bacteriana? Uma célula bacteriana contém milhares 
de macromoléculas, como proteínas e ácidos nucleicos, cada uma 
carregando muitos grupos ionizáveis. O que seu resultado indica em 
relação à noção comum que os grupos ionizáveis estão permanente- 
mente banhados por íons H + e OH”? 

10. Usando os dados da Tabela 2.3, calcule as concentrações de 
todas as moléculas e espécies iônicas e o pH de soluções aquosas 
com as seguintes composições formais: (a) ácido acético 0,01 M; (b) 
cloreto de amónio 0,25 M\ (c) ácido acético 0,05 M + acetato de 
sódio 0,10 M; e (d) ácido bórico 0,2 M [B(OH) 3 J + borato de sódio 
0,05 M [NaB(OH) 4 ], 


11. Indicadores acidobãsicos são ácidos fracos que mudam de cor 
ao mudarem de estado de ionização. Quando uma pequena quan- 
tidade de um indicador apropriadamente escolhido é adicionada a 
uma solução de um ácido ou uma base que está sendo titulada, a 
mudança de cor “indica” o ponto de final da titulação. A fenolffa- 
leína é normalmente usada como um indicador acidobásico que, 
em soluções aquosas, muda de incolor para vermelho-roxo em 
uma faixa de pH entre 8,2 e 10,0. No que concerne às Figs. 2.10 
e 2.12, descreva a eficácia da fenolftaleína para detectar acurada- 
mente o ponto final da titulação, com uma base forte, de (a) ácido 
acético; (b) NH 4 C1; e (c)U ; PO, 4 (em cada um dos seus três pontos 
de equivalência). 

* 12 . A composição formal de uma solução aquosa é K 2 HPO, t 0,12 
M + KH 2 P0 4 0,08 M. Calcule, usando os dados da Tabela 2.3, as 
concentrações de todas as espécies iônicas e moleculares presentes 
na solução e o pH dessa solução. 

13 . A água destilada, em equilíbrio com o ar, dissolve dióxido de 
carbono em uma concentração de 1,0 X 1Q” 5 M. Usando os dados da 
Tabela 2.3, calcule o pH dessa solução. 

14 . Calcule a concentração de ácido acético e acetato de sódio ne- 
cessária para preparar uma solução-tampão de pH 5 que tenha 0,20 
M de acetato total. O pfC do ácido acético é dado na Tabela 2.3. 

15 . Para purificar certa proteína, precisa-se de tampão glicina 
0,1 M em pH 9,4. Infelizmente, o almoxarifado está sem glicina. 
Entretanto, foi possível encontrar duas soluções-tampão de glicina 
0,1 M, uma em pH 9,0 e a outra em pH 10,0. Que volumes de cada 
uma dessas duas soluções devem ser misturados para que se obte- 
nha 200 mL do tampão necessário? 

16 . Uma reação enzimática ocorre em 10 mL de uma solução que 
tem uma concentração total de citrato de 120 mM e um pH inicial 
de 7,00. Durante a reação (que não envolve o citrato), são produzi- 
dos 0,2 miliequivalentes de ácido. Usando os dados da Tabela 2.3, 
calcule o pH final da solução. Qual seria o pH final da solução na 
ausência de tampão citrato, supondo que os outros componentes da 
solução não têm efeito tamponante significativo e que inicialmente 
o pH estava em 7? 

*17. A capacidade tamponante, (3, de uma solução é definida como 
a relação entre uma quantidade crescente de base que é adicionada, 
em equivalentes, e a correspondente mudança de pH. Isso é a recí- 
proca da inclinação da curva de titulação, Equação [2.9J. Derive a 
equação de |3 e mostre como (3 é máxima quando pH = p K. 

18. Usando os dados da Tabela 2.3, calcule as constantes de io- 
nização microscópica do ácido oxálico e do ácido succínico. Como 
esses valores se comparam com as correspondentes constantes de 
ionização molecular. 
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Princípios da 
Termodinâmica: 
Uma Revisão 


CAPÍTULO 3 


1 Primeira lei da termodinâmica: Conservação da energia 

A. Energia 

B. Entalpia 

2 Segunda lei da termodinâmica: O universo tende ao 
máximo de distúrbio 

A. Espontaneidade e distúrbio 

B. Entropia 

C. Medição da entropia 

3 Energia iívre: indicador de espontaneidade 

A. Energia livre de Gibbs 

B. Energia livre e trabaiho 

4 Equilíbrio químico 

A. Constantes de equilíbrio 

B. Variações na energia livre-padrão 

C. Reações acopladas 

Apêndice: A energia livre depende da concentração 


Não se pode ganhar. 

Primeira lei da termodinâmica 
Não se pode nem empatar. 

Segunda lei da termodinâmica 
Não se pode ficar fora do jogo. 
Terceira lei da termodinâmica 


Os seres vivos necessitam de um fornecimento contínuo de 
energia. Por exemplo, por meio da fotossíntese as plantas 
convertem a energia da radiação do sol, a fonte primária de 
energia para a vida na Terra, em energia química dos car- 
boidratos e de outras substâncias orgânicas. As plantas, ou 
os animais que delas se alimentam, metabolizam então essas 
substâncias para realizarem suas funções, como a síntese de 
biomoléculas, a manutenção dos gradientes de concentra- 
ção e o movimento dos músculos. Por fim, esses processos 
transformam a energia em calor, que é dissipado no ambien- 
te. Portanto, uma parte considerável do aparato bioquímico 
celular deve dedicar-se à aquisição e utilização de energia. 

A termodinâmica (do grego: therme, calor + dynamis, 
força) é uma descrição maravilhosamente elegante das rela- 
ções que existem entre as várias formas de energia e de como 
a energia afeta a matéria no nível macroscópico em contra- 
posição ao nível molecular; isto é, a termodinâmica trata de 
quantidades de matéria grandes o suficiente para que suas 
propriedades básicas, como temperatura e pressão, sejam 


apropriadamente definidas. De fato, os princípios básicos da 
termodinâmica foram desenvolvidos no século XIX, antes 
mesmo que a teoria atômica da matéria fosse amplamente 
aceita. 

Conhecendo a termodinâmica pode-se determinar o quan- 
to um processo físico é possível. A termodinâmica é essencial 
para entender por que as macromoléculas arranjam-se nas 
suas conformações nativas, como as vias metabólicas estão 
concebidas, por que moléculas atravessam membranas bio- 
lógicas, como os músculos geram força mecânica e assim por 
diante. Esta é uma lista sem fim. Ainda assim o leitor deve 
acautelar-se e ter sempre em mente que a termodinâmica 
não indica a velocidade na qual um processo possível venha 
a ocorrer. Por exemplo, embora a termodinâmica diga que a 
glicose e o oxigênio reagem liberando uma grande quantidade 
de energia, ela não indica que esta mistura é indefinidamente 
estável à temperatura ambiente caso as enzimas apropriadas 
não estejam presentes. A previsão das velocidades de reação, 
como pode ser visto na Seção 14.1C, necessita de uma descri- 
ção do mecanismo dos processos moleculares. Ainda assim, a 
termodinâmica é um guia indispensável para formular mode- 
los mecanísticos, uma vez que tais modelos devem obedecer a 
todos os princípios da termodinâmica. 

Em geral, a termodinâmica, na forma como ela se aplica 
à bioquímica, preocupa-se principalmente com a descrição 
das condições sob as quais esses processos ocorrem de forma 
espontânea (por si mesmos). Portanto, é importante revisar 
os elementos termodinâmicos que possibilitam predizer a es- 
pontaneidade química e bioquímica: a primeira e a segunda 
leis da termodinâmica, o conceito de energia üvre e a nature- 
za dos processos em equilíbrio. Ter familiaridade com esses 
princípios é condição indispensável para entender grande 
parte da discussão que se segue neste livro. Entretanto, a 
discussão sobre os aspectos termodinâmicos do metabolismo 
será postergada até as Seções 16.4 a 16.6. 

1 PRIMEIRA LEI DA TERMODINÂMICA: 

CONSERVAÇÃO DA ENERGIA 

Na termodinâmica, um sistema é definido como aquela parte 
do universo que é interesse de estudo, como, por exemplo, 
um tubo de reação ou um organismo; o resto do universo é 
chamado de meio externo ou arredores. Um sistema pode 
ser aberto, fechado, ou isolado, dependendo se troca maté- 
ria e energia com o meio externo, se troca apenas energia 
ou se não troca nem matéria e nem energia. Os seres vivos, 
que captam nutrientes, eliminam dejetos e geram trabalho e 
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calor, são exemplos de sistemas abertos. Se um organismo 
fosse colocado dentro de uma caixa fechada, ele pertenceria, 
j untamente com a caixa, a um sistema fechado; se a caixa es- 
tivesse hermeticamente isolada, o sistema seria isolado. 

A. Energia 

A primeira lei da termodinâmica é uma afirmação matemá- 
tica da lei de conservação de energia: a energia não pode ser 
criada e nem destruída. 

U fma! - U imaal = q + w [3.1] 

Aqui U é energia, q representa o calor absorvido pelo sistema 
do meio externo etvéo trabalho realizado sobre o sistema 
pelo meio externo. O calor é o reflexo do movimento aleató- 
rio das moléculas, enquanto o trabalho, que é definido como 
a força vezes a distância percorrida sob sua influência, está re- 
lacionado com a organização do movimento. Força pode as- 
sumir muitas formas diferentes, incluindo a força gravitacio- 
nal exercida por uma massa sobre outra, a força de expansão 
exercida por um gás, a força de tensão exercida por uma mola 
ou fibra muscular, a força elétrica de uma carga sobre a outra, 
ou as forças dissipativas de fricção e viscosidade. Os proces- 
sos pelos quais os sistemas liberam calor, que, por convenção, 
são designados como q negativo, são chamados de processos 
exotérmicos (do grego: exo, para fora) e aqueles nos quais o 
sistema ganha calor (q positivo) são conhecidos como pro- 
cessos endotérmicos (do grego: endon, dentro). Segundo essa 
convenção, o trabalho realizado pelo sistema contra uma for- 
ça externa é definido como tendo um valor negativo. 

Na moderna literatura científica, a unidade de energia 
do SI (Sistema Internacional de Unidades), o joule (J) é 
substituída por caloria (Cal). A grande caloria (Cal, com C 
maiusculo) é a unidade preferida pelos nutricionistas. As re- 
lações entre essas grandezas e outras unidades, bem como os 
valores das constantes que serão úteis neste capítulo, estão 
indicadas na Tabela 3.1. 

a. As funções de estado são independentes do caminho 
seguido pelo sistema 

Invariavelmente, os experimentos têm demonstrado que a 
energia de um sistema depende apenas das propriedades 
ou do estado atual, não de como ele atingiu esse estado. 
Por exemplo, o estado de um sistema composto por uma 
amostra de determinado gás é totalmente descrito pela sua 
pressão e pela sua temperatura. A energia dessa amostra 
de gás é função apenas das assim denominadas funções de 
estado (grandezas que dependem apenas do estado do sis- 
tema), sendo, portanto, ela própria uma função de estado. 
Consequentemente, não há variação líquida de energia 
(Aí/ = 0) em qualquer processo no qual o sistema retorne 
ao seu estado inicial (processo cíclico). 

Separadamente, nem o calor e nem o trabalho são funções 
de estado, porque tanto um como o outro depende do caminho 
seguido pelo sistema quando muda de um estado para outro. 
Por exemplo, no processo de mudança de um estado inicial a 
um estado final, um gás pode realizar trabalho ao se expandir 
contra uma força externa, ou pode não produzir trabalho por 
seguir um caminho no qual ele não encontra resistência ex- 
terna. Se a Equação [3.1] deve ser obedecida, o calor também 
deve depender do caminho. Portanto, não tem sentido referir- 


TABELA 3.1 Unidades e constantes termodinâmicas 

Joule (J) 

1 J = 1 kg * m 2 * s~ 2 1 J == 1 C ■ V (Coulomb volt) 

1 J = 1 N ■ m (Newton metro) 

Caloria (cal) 

1 cal aquece 1 g de HjO de 14,5 a 15,5°C 
1 cal = 4,184 J 

Grande caloria (Cal) 

1 Cal = 1 kcal 1 Cal = 4,184 J 

Número de Avogrado (N) 

N = 6,0221 X 10 23 moléculas ■ mol' 1 

Coulomb (C) 

1 C = 6,241 X 10 1S cargas eletrônicas 
Faraday (5P) 

1 SP = N cargas eletrônicas 
1 SP = 96.485 C • mol' 5 = 96.485 J • V' 1 ■ mol' 1 

Escala de temperatura Kelvin (K) 

0 K = zero absoluto 273,15 K = 0°C 

Constante de Boltzmann (fc B ) 
k B = 1,3807 X 10 23 J • K 1 

Constante dos gases (R) 

R = Nk B R - 1,9872 cal * K 1 ■ mol" 1 

R = 8,3145 J ■ K' 1 • mol' 1 R = 0,08206 L • atm ■ K' 1 ■ mol' 1 

-se ao conteúdo de calor ou de trabalho de um sistema (da 
mesma maneira que não tem sentido referir-se ao número de 
notas de um real ou de dez reais em uma conta bancária com 
saldo de R$ 85,00). Para indicar essa propriedade, o calor ou o 
trabalho produzido durante uma mudança de estado nunca é 
indicado como A q ou A w, mas apenas como q ou w. 

B. Entalpia 

Qualquer combinação que contenha somente funções de esta- 
do deve ser também uma função de estado. Uma dessas com- 
binações, que é conhecida como entalpia (do grego: enthal- 
pein, aquecer), é definida como 

H = U + PV [3.2] 

onde V é o volume ePé a pressão do sistema. A entalpia é 
uma grandeza muito conveniente para descrever sistemas 
biológicos, porque, sob pressão constante (uma condição 
típica da maioria dos processos bioquímicos), a variação de 
entalpia entre os estados inicial e final de um processo, A H, 
é o calor que o processo gera ou absorve e pode ser medido 
com facilidade. Para mostrar isso, pode-se dividir o traba- 
lho em duas categorias: o trabalho do tipo pressão -volume 
(P — V), também chamado trabalho de expansão, que é o 
trabalho realizado pela expansão contra uma pressão ex- 
terna (-FAV), e trabalho de qualquer outro tipo (w'): 

w = PAV + w' [3.3] 

Então, combinando as Equações [3.1], [3.2] e [3.3], observa- 
-se que 


Aí/ = Aí/ + PAV =q p ~w + PAV = q p - w' [3.4] 
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onde q p é o calor transferido sob pressão constante. Então, se 
w' = 0 , como geralmente é verdadeiro para as reações quími- 
cas, A H = q . Ademais, como na maioria dos processos bio- 
químicos as variações de volume são desprezíveis de forma 
que as diferenças entre os valores de A Ue Ai/ em geral são 
insignificantes. 

Agora pode-se entender a utilidade das funções de estado. 
Por exemplo, suponha-se que se queira determinar a variação 
de entalpia resultante da oxidação completa de 1 g de glicose 
em C0 2 e H 2 0 pelo tecido muscular. Obter tal medida direta- 
mente apresentaria grandes dificuldades experimentais. Uma 
dificuldade seria que as variações de entalpia das numerosas 
reações metabólicas que ocorrem normalmente no músculo 
vivo e que não envolvem a oxidação da glicose interfeririam 
bastante com as medições da entalpia. Entretanto, uma vez 
que a entalpia é uma função de estado, pode-se medir a en- 
talpia da combustão da glicose em qualquer equipamento que 
se escolha, por exemplo, um calorímetro a pressão constante 
ao invés de um músculo, e ainda assim obter o mesmo valor. 
Obviamente, isso é verdadeiro quer se saiba ou não o meca- 
nismo pelo qual o músculo converte glicose em C0 2 e H 2 0, 
desde que fique estabelecido que essas substâncias realmente 
sejam os produtos metabólicos finais. Em geral, a variação na 
entalpia de qualquer série de reações hipotéticas pode ser deter- 
minada a partir da variação de entalpia em qualquer outra série 
de reações entre os mesmos reagentes e produtos. 

Afirmou-se anteriormente neste mesmo capítulo que a 
termodinâmica serve para indicar o quanto um determinado 
processo ocorre de forma espontânea. Mesmo assim, a pri- 
meira lei da termodinâmica não pode, por si só, fornecer as 
bases para tal afirmativa, como mostra o exemplo a seguir. 
Sabe-se que, quando dois objetos com temperaturas diferen- 
tes são colocados em contato um com o outro, o calor flui 
do objeto mais quente para o mais frio, nunca o contrário. 
Ainda assim, ambos processos são coerentes com a primeira 
lei da termodinâmica, uma vez que a energia associada aos 
dois objetos é independente da distribuição de suas tempera- 
turas. Consequentemente, deve-se procurar um outro crité- 
rio de espontaneidade que não seja fundamentado apenas na 
primeira lei da termodinâmica. 


2 SEGUNDA LEI DA TERMODINÂMICA: O UNIVERSO 
TENDE AO MÁXIMO DE DESORDEM 

Quando um nadador cai na água (um processo espontâneo) 
a energia do movimento sincronizado do seu corpo é conver- 
tida no movimento térmico caótico das moléculas de água 
circundantes. O processo inverso, a ejeção do nadador da 
água por um repentino movimento coerente das moléculas 
de água circundantes nunca foi visto, mesmo que esse fenô- 
meno não viole a primeira lei da termodinâmica e nem as leis 
de Newton para o movimento. Isto porque os processos es- 
pontâneos são caracterizados pela conversão da ordem ( nes- 
te caso o movimento sincronizado do corpo do nadador) em 
caos (aqui o movimento térmico aleatório das moléculas de 
água ) . Assim, a segunda lei da termodinâmica, que exprime 
esse fenômeno, fornece um critério para determinar se um 
processo é espontâneo. É importante observar que a termo- 
dinâmica nada diz sobre a velocidade do processo; isso está 
dentro da abrangência da cinética química (Capítulo 14). 


Portanto, é possível que um processo espontâneo ocorra em 
uma velocidade ínfima. 


A. Espontaneidade e distúrbio 

A segunda lei da termodinâmica, de acordo com todos os 
dados experimentais, afirma que processos espontâneos ocor- 
rem na direção que leva a um aumento na desordem total do 
universo, isto é, do sistema e do meio externo. A desordem 
nesse contexto, é definida como o número de maneiras equi- 
valentes, W, pelas quais os componentes do universo podem 
estar organizados. Para ilustrar esse ponto, considera-se um 
sistema isolado constituído de dois balões de volumes iguais, 
contendo um total de N moléculas idênticas de um gás ideal 
(Fig. 3.1). Quando a torneira situada na união entre os dois 
balões é aberta, a probabilidade de uma molécula situar-se 
em um balão ou no outro é igual, de modo que a há um total 
de 2 a ' maneiras igualmente prováveis pelas quais as N molécu- 
las podem distribuir-se entre os dois balões. Uma vez que as 
moléculas de gás são indistinguíveis entre si, existem apenas 
(N + 1) estados diferentes do sistema: aqueles com 0 , 1 , 2 ,..., 
(N - 1), ou N moléculas no balão da esquerda. A teoria das 
probabilidades indica que o número de maneiras (indistinguí- 
veis) , W L , de colocar L das moléculas N no balão esquerdo é 



N! 

L \(N — L)\ 


A probabilidade de que tal estado ocorra é a razão entre o 
número total de estados possíveis: W L /2'\ 

Para qualquer valor de N, o estado mais provável, isto 
é, aquele com o maior valor de W L , é aquele no qual meta- 
de das moléculas está em um dos balões (L = N/2 para N 
par). À medida que A toma-se maior, a probabilidade que L 
seja quase igual a N/2 aproxima-se da unidade: por exemplo, 
quando N = 10, a probabilidade de que L fique dentro de um 
limite de 20% de N/2 (i.e., 4, 5 ou 6) é 0,66, enquanto para N 
= 50 esta possibilidade (de que L fique na faixa de 20 a 30) 
é 0,88. Para um número de moléculas quimicamente signifi- 




FIGURA 3.1 Dois balões de volumes iguais conectados por 
uma torneira. Em (a), o gás ocupa o balão da esquerda, no ba- 
lão da direita foi feito vácuo e a torneira está fechada. Quando 
a torneira é aberta (b), as moléculas do gás difundem de um 
balão para o outro, distribuindo-se de modo tal que metade do 
número de moléculas ocupa cada um dos balões. 
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FIGURA 3.2 A improbabilidade de haver mesmo uma peque- 
na quantidade de ordem. Considere um “universo simples” for- 
mado de um sistema quadrado com 9 posições e que contenha 4 
“moléculas” idênticas (pontos vermelhos). Se as 4 moléculas es- 
tiverem organizadas em um quadrado, o arranjo será chamado 
de “cristal”, se estiverem organizadas de outra maneira, o arran- 
jo será chamado de “gás”. O número total de formas de organi- 
zação diferentes para as 4 moléculas nas 9 posições é dado por 



9^8 -7-6 
4 ■ 3 • 2 • 1 


126 


O numerador indica que a primeira molécula pode ocupar qual- 
quer uma das 9 posições do universo, a segunda molécula pode 
ocupar qualquer uma das 8 posições restantes e assim sucessiva- 
mente, enquanto o denominador é uma correção para o núme- 
ro de arranjos, indistinguíveis entre si, das 4 moléculas idênticas. 
Das 126 possibilidades de organização que esse universo pode ter, 
apenas 4 são cristais ( quadrados pretos). Então, mesmo que esse 
seja um universo simples, a possibilidade de que ele contenha um 
gás desordenado, quando arranj ado aleatoriamente, é mais de 30 
vezes superior do que a possibilidade de haver um cristal organi- 
zado. (Figura impressa com a permissão de Irving Geis.) 


cativo, isto é,N = 10 2j , a probabilidade de que o número de 
moléculas no balão esquerdo difira do número de moléculas 
no balão direito por uma proporção tão insignificante quan- 
to uma molécula em cada 10 bilhões de moléculas é 10~ 434 , 
o que, para todos os propósitos, é zero. Assim, a proporção 
pela qual o número de moléculas em cada um dos balões do 
sistema da Fig. 3.1 b é sempre igual não é por causa de qual- 
quer lei cinética; a energia do sistema é a mesma para qual- 
quer arranjo de moléculas. Isso porque a combinação entre 
as probabilidades de todos os outros estados é totalmente in- 
significante (Fig. 3.2). Do mesmo modo, o motivo pelo qual 
o nadador do exemplo citado anteriormente nunca é jogado 
para fora da água ou mesmo minimamente perturbado pela 
energia cinética coerente das moléculas de água circundantes 
é que a probabilidade da ocorrência de tal evento é nula. 

B. Entropia 

Nos sistemas químicos, o número de maneiras equivalen- 
tes (W) de arranjar um sistema em determinado estado é, 
de modo geral, inconvenientemente imenso. Por exemplo, 
quando o sistema de dois balões mostrado anteriormente 
contiver N moléculas de um gás, W Nj2 ~ 10 Mn2 , de modo que 

para N = IO 23 , W 5X10 22 ~ 10 7x1022 . Para lidar com W mais fa- 
cilmente, define-se, como fez Ludwig Boltzmann em 1877, 
uma grandeza conhecida como entropia (do grego: en, para 
dentro + trope, voltar-se): 

S = k B ln W [3.5] 

que também aumenta com W, mas de uma maneira mais fácil 
de trabalhar. k B é a constante de Boltzmann (Tabela 3.1). Para 
o sistema de dois balões iguais, S = k E N ln 2, de modo que a 
entropia de um sistema em seu estado mais provável é propor- 
cional ao número de moléculas de gás que o sistema contém. 
Observe que a entropia é uma função de estado , porque ela 
depende apenas dos parâmetros que descrevem um estado. 

As leis das probabilidades determinam que qualquer 
sistema de tamanho razoável adote espontaneamente a orga - 





Um cristal 


Um gãs 


nização mais provável, aquela na qual a entropia é máxima, 
simplesmente porque esse estado é extremamente provável. 
Por exemplo, suponha que todas as moléculas N do sistema 
de dois balões estejam inicialmente posicionadas no balão 
esquerdo (Fig. 3.1a; W N = 1 e S = 0, pois há apenas uma úni- 
ca maneira de fazer isso). Depois que a torneira é aberta, as 
moléculas irão difundir-se aleatoriamente para dentro e para 
fora do balão direito, até que o estado mais provável (entro- 
pia máxima) sej a atingido, aquele com metade das moléculas 
em cada balão. A seguir, as moléculas de gás continuarão a 
se difundir para fora e para dentro, entre os dois balões, mas 
não haverá mais mudança líquida macroscópica no sistema. 
Diz-se que o sistema atingiu o equilíbrio. 
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De acordo com a Equação [3.5], o processo anterior de 
expansão espontânea leva a um crescimento da entropia. De 
maneira geral, para qualquer processo de energia constante 
(AU = 0), um processo espontâneo é caracterizado por AS > 
0. Uma vez que a energia do universo é constante (a ener- 
gia pode adotar formas diferentes, mas não pode ser criada 
e nem destruída), qualquer processo espontâneo leva a um 
aumento na entropia do universo: 


sistema ^^mdo externo universo ® 


[3.6] 


A Equação [3.6] é a expressão normalmente usada para de- 
finir a segunda lei da termodinâmica. Ela mostra a tendência 
normal de todo processo espontâneo em desorganizar o uni- 
verso, isto é, a entropia do universo tende ao máximo. 

As conclusões com base no aparato de dois balões po- 
dem ser aplicadas para explicar, por exemplo, por que o san- 
gue transporta 0 2 e C0 2 entre os pulmões e os tecidos. Os so- 
lutos em solução comportam-se de maneira similar aos gases, 
no que se refere à tendência de manterem uma concentração 
uniforme em todo o volume que ocupam, porque essa é a or- 
ganização mais provável. Nos pulmões, onde a concentração 
de O 2 é maior do que no sangue venoso que está atraves- 
sando os pulmões, a quantidade de 0 2 que entra no sangue 
é maior do que aquela que deixa o sangue. Já, nos tecidos, 
onde a concentração de 0 2 é menor do que no sangue arte- 
rial, há uma difusão de 0 2 do sangue para os tecidos. Com o 
transporte de C0 2 ocorre o contrário, pois a concentração de 
C0 2 é menor nos pulmões e maior nos tecidos. Deve-se ficar 
atento para o fato de que a termodinâmica não revela nada 
sobre a velocidade com que o 0 2 e o C0 2 são transportados 
para e a partir dos tecidos. As velocidades desses processos 
dependem das propriedades físico-químicas do sangue, dos 
pulmões e do sistema cardiovascular. 

A validade da Equação [3.6] não implica que um de- 
terminado sistema não possa aumentar seu grau de ordem. 
Entretanto, como foi explicado na Seção 3.3, um sistema só 
pode ter um aumento na sua ordem à custa de um distúrbio 
ainda maior do meio externo por meio da aplicação de ener- 
gia ao sistema. Por exemplo, os seres vivos, que são organi- 
zados desde o nível molecular para cima, especialmente bem 
organizados, atingem esse grau de organização às expensas 


da desorganização dos nutrientes que consomem. Assim, co- 
mer é tanto uma maneira de adquirir ordem como de ganhar 
energia. 

O estado de um sistema pode ser constituído por um 
conjunto de grandezas ainda mais complicadas do que aque- 
las de moléculas de um gás em um balão ou de moléculas de 
um soluto em um solvente. Por exemplo, se um sistema for 
constituído por moléculas de uma proteína em uma solução 
aquosa, seus vários estados variarão, como será visto adian- 
te, tanto nas conformações dos resíduos de aminoãcidos da 
proteína como na distribuição e reordenação das molécu- 
las de água associadas a esses resíduos. A segunda lei da 
termodinâmica aplica-se a esse caso porque uma molécula 
de proteína em uma solução aquosa adota sua conformação 
nativa sobretudo em resposta à tendência que a estrutura 
da água circundante tem de ficar desordenada ao máximo 
(Seção 8.4C). 

C. Medição da entropia 

Nos sistemas químicos e biológicos, não é prático, se não 
impossível, determinar a entropia de um sistema contando 
o número de maneiras, W, pelas quais ele pode atingir seu 
estado mais provável. Uma definição equivalente e mais prá- 
tica da entropia foi proposta em 1864 por Rudolf Clausius. 
Para um processo espontâneo 


AS > 


fmal dq 

T 

inicial 



onde Té a temperatura absoluta na qual ocorre a troca de 
calor. A prova da equivalência das duas definições de en- 
tropia, que requer conhecimentos elementares de mecânica 
estatística, pode ser encontrada em muitos livros-texto de 
físico -química. É evidente, entretanto, que qualquer sistema 
torna-se progressivamente mais desordenado (sua entropia 
aumenta) à medida que a temperatura aumenta (p. ex., Fig. 
3.3). A igualdade da Equação [3.7] é mantida apenas para os 
processos nos quais o sistema mantém-se em equilíbrio ao 
longo da troca; esses processos são conhecidos como proces- 
sos reversíveis. 



Gelo Gelo derretido Água líquida Água fervente 

(de -273 a 0°C) (0°C) (de 0 a 100°C) (ÍOOX) 


FIGUR.Á 3,3 Relação entre entropia e temperatura. A estrutura da água, ou de qualquer outra substância, torna-se progressiva- 
mente desordenada, isto é, a entropia aumenta à medida que a temperatura aumenta. 
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No caso das condições de temperatura constante típicas 
dos processos biológicos, a Equação [3.7] reduz-se a 

AS 2 | [3.8] 

Então, a variação de entropia de um processo reversível que 
ocorre a temperatura constante pode ser determinada dire- 
tamente a partir da determinação quantitativa do calor trans- 
ferido e da temperatura na qual isso ocorre. Entretanto, uma 
vez que um processo em equilíbrio pode mudar somente a 
uma velocidade ínfima (por definição, os processos em equi- 
líbrio são invariáveis) , os processos reais podem, reversivel- 
mente, aproximar-se, mas nunca atingir de fato o equilíbrio. 
Consequentemente, em qualquer processo real, a variação de 
entropia do universo é sempre maior do que o valor (rever- 
sível) ideal. Isso significa que, quando um sistema volta ao 
estado de partida por meio de um processo real, a entropia 
do universo deve aumentar mesmo que a entropia do sistema 
(uma função de estado) não se altere. 

3 ENERGIA LIVRE: INDICADOR DE 
ESPONTANEIDADE 

Usar o aumento da desorganização do universo por um proces- 
so espontâneo não é uma maneira prática de determinar a es- 
pontaneidade do processo, pois raramente é possível monitorar 
a entropia de todo o universo. E também não se pode predizer 
a espontaneidade de um processo apenas a partir do conheci- 
mento da variação de entropia. Isso porque os processos exo- 
térmicos (A H iistema < 0) podem ser espontâneos mesmo se eles 
forem caracterizados por A S síslema < 0. Por exemplo, 2 moles 
de H 2 e 1 mol de 0 2 , quando recebem uma centelha, reagem 
em uma reação que, definitivamente, é exo térmica, formando 
2 moles de H 2 0. Mesmo assim, duas moléculas de água (nas 
quais os três átomos de cada uma delas estão forçados a perma- 
necerem juntos) são mais organizadas do que as três moléculas 
diatômicas que as formam. De maneira similar, sob condições 
apropriadas, muitas proteínas desnaturadas organizam-se de 
forma espontânea de modo a adotarem suas conformações 
nativas, que são altamente organizadas (Seção 9.1A). O que 
realmente é necessário, portanto, é uma função de estado que 
possa prever se um determinado processo é espontâneo ou não. 
Uma função desse tipo será considerada nesta seção. 

A. Energia livre de Gibbs 
A energia livre de Gibbs, 

G = H~TS [3.9] 

formulada por J. Willard Gibbs em 1878, é o indicador de 
espontaneidade dos processos que ocorrem a temperatura 
e pressão constantes. Para o caso de sistemas que realizam 
apenas trabalho a pressão e volume constantes (w 1 = 0), 
combinando as Equações [3.4] e [3.9] e mantendo TeP cons- 
tantes, obtém-se 

AG = AH — T AS ~ q p — T AS [3.10] 

A Equação [3 .8] indica que T AS q para processos espontâ- 
neos a T constante. Consequentemente, AG < 0 é o critério 


TABELA 3.2 Variação da espontaneidade de uma reação 

(valor negativo de AG) em função dos sinais de 
AH c AS 

AH AS AG = AH -TAS 

— + A reação é favorecida tanto pela entalpia (exotérmi- 

ca) como pela entropia. Ela é espontânea (exergôni- 
ca) em todas as temperaturas. 

- - A reação é favorecida pela entalpia, mas desfavoreci- 

da pela entropia. Ela será espontânea somente em 
temperaturas abaixo de T = AH/ AS. 

+ + A reação é desfavorecida pela entalpia (endotérmica), 

mas favorecida pela entropia. Ela será espontânea 
somente em temperaturas acima de T = AH/ AS. 

-I- - A reação é desfavorecida tanto pela entalpia como 

pela entropia. Ela é não espontânea (endergônica) 
em qualquer temperatura. 

de espontaneidade para as condições com T e P constantes, 
que são as condições típicas dos processos bioquímicos. 

Os processos espontâneos, isto é, aqueles com valores de 
AG negativos, são denominados de exergônicos (do grego: 
ergon, trabalho) e podem ser utilizados para realizar traba- 
lho. Processos que não são espontâneos, aqueles com valores 
AG positivos, são denominados de endergônicos, e só podem 
ocorrer pelo fornecimento de energia (por meio de mecanis- 
mos que serão discutidos na Seção 3.4C). Os processos em 
equilíbrio, aqueles nos quais as reações direta e inversa estão 
perfeitamente balanceadas, são caracterizados por AG = 0. 
Observe que o valor de AG varia diretamente com a tempera- 
tura. É por isso, por exemplo, que a estrutura nativa de uma 
proteína, cuja formação a partir de sua forma desnaturada 
tem AH < 0 e AS < 0, predomina em temperaturas inferiores 
aquela em que AH = T AS (a temperatura de desnaturação) , 
enquanto acima dessa temperatura predomina a forma des- 
naturada. A variação da espontaneidade de um processo em 
relação aos sinais de AH e AS está resumida na Tabela 3.2. 

B. Energia livre e trabalho 

Quando um sistema a temperatura e pressão constantes rea- 
liza um trabalho não seja do tipo P-V, a Equação [3.10] deve 
ser expandida para 

AG = q p -TAS + w' [3.11] 

ou, uma vez que T AS > q (Equação [3.8]), 

AG< w' 

de modo que 

AG > ~w’ [3.12] 

Uma vez que nos processos biológicos trabalho do tipo P-V 
não tem importância, AG representa a maior energia que pode 
ser recuperada na forma de trabalho. Desse modo, o AG de um 
processo é indicativo, por exemplo, do máximo de separação de 
cargas que pode ocorrer em um processo, do gradiente de con- 
centração máximo que pode ser gerado (Seção 3.4A), da ati- 
vidade muscular máxima que pode ser produzida, e assim por 
diante. Na verdade, em processos reais, os quais podem apenas 
aproximar-se da reversibilidade, a não igualdade da Equação 
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[3.12] permanece, de forma que o trabalho investido em qual- 
quer sistema nunca poderá ser recuperado totalmente. Isso é um 
dos indicativos do caráter dissipativo inerente da natureza. De 
fato, como foi visto anteriormente, é exatamente esse caráter 
dissipativo que fornece a força motora para qualquer mudança. 

É importante reiterar que um valor grandemente nega- 
tivo de AG não garante que uma reação química ocorrerá a 
uma velocidade mensurável. Isso depende dos detalhes do 
mecanismo da reação, que é independente de AG. Por exem- 
plo, a hidrólise de muitas moléculas biológicas, incluindo as 
proteínas, os ácidos nucleicos, os carboidratos e os lipídeos, é 
termodinamicamente favorecida, mas, mesmo assim, a hidró- 
lise espontânea dessas moléculas ocorre apenas a velocidades 
insignificantes. Somente com a introdução de enzimas apro- 
priadas é que a hidrólise dessas moléculas ocorrerá a uma ve- 
locidade razoável, Ainda assim, um catalisador (que, por defi- 
nição, não é modificado pelas reações) não pode afetar o AG 
de uma reação. Consequentemente, uma enzima pode somen- 
te acelerar a chegada ao equilíbrio; ela não pode, por exemplo, 
possibilitar que ocorra uma reação que tenha um AG positivo. 


AG = cG c + dG D ~ aG A - bG B [3.14] 
Substituindo esta relação na Equação [3.13] 

/[crpn 

AG — AG° + RT ln [3.15] 

\[A] fl [B]V 

sendo que AG° é a variação de energia livre da reação quan- 
do todos os seus reagentes e produtos estiverem em seus es- 
tados padrão. Assim, a expressão para a variação de energia 
livre de uma reação consiste em duas partes: (1) um termo 
constante, cujo valor depende apenas da ocorrência da rea- 
ção, e (2) um termo variável, que depende da concentração 
dos reagentes e dos produtos, da estequiometria da reação e 
da temperatura. 

No caso de uma reação que atingiu o equilíbrio, não há 
variação líquida , pois a energia livre da reação direta é per- 
feitamente contrabalançada pela energia livre da reação in- 
versa. Consequentemente, AG - 0 e então a Equação [3.15] 
toma-se 


4 EQUILÍBRIO QUÍMICO 


AG° = -RTlnK cq [3.16] 


A entropia (desordem) de uma substância aumenta com seu 
volume. Por exemplo, como visto no caso do aparato de dois 
balões (Fig. 3.1), um conjunto de moléculas de gás, ao ocupa- 
rem todo o volume disponível, maximizam sua entropia. De 
maneira similar, moléculas dissolvidas distribuem-se unifor- 
memente por todo o volume da solução. Portanto, entropia é 
função da concentração. 

Se a entropia varia com a concentração, a energia livre 
também deve variar. Assim, como mostrado nesta seção, a 
variação da energia livre de uma reação química depende das 
concentrações dos seus reagentes e produtos. Esse fenômeno 
é de grande importância bioquímica, pois reações enzimáticas 
podem proceder em qualquer direção, dependendo das con- 
centrações relativas de seus reagentes e produtos. De fato, 
as direções de muitas reações catalisadas por enzimas depen- 
dem da disponibilidade de seus substratos (reagentes) e da 
demanda metabólica de seus produtos (embora muitas rotas 
metabólicas operem em uma única direção; Seção 16.6C). 


A. Constantes de equilíbrio 

A relação entre a concentração e a energia livre de uma subs- 
tância A, cuja dedução encontra-se no apêndice deste capítu- 
lo, é, aproximadamente, 


G, -G° a = RT ln[A] 


[3.13] 


onde G a é conhecido tanto como energia livre molar pardal 
ou potencial químico de A (a barra indica a quantidade por 
mol), GX é a energia livre molar parcial de A em seu estado- 
-padrão (ver Seção 3.4B), Ré a constante dos gases (Tabela 
3.1) e [A] é a concentração molar de A. Então, no caso da 
reação geral, uma vez que as energias livres se somam e a va- 
riação de energia livre da reação é a soma das energias livres 
dos produtos menos a energia livre dos reagentes, a variação 
de energia livre desta reação é 

cC + dB 


onde K é a conhecida constante de equilíbrio da reação 



[CI ^ [D] 
[A]? q [B]^ 


-A G°/RT 
e 


[3.17] 


e o subscrito “eq” no termo de concentração indica os valores 
no equilíbrio. (Como normalmente a condição de equilíbrio é 
tão óbvia dentro desse contexto, as concentrações de equilí- 
brio em geral são expressas sem esse subscrito.) A constante de 
equilíbrio de uma reação pode então ser calculada a partir dos 
dados de energia livre padrão e vice-versa. A Tabela 3.3 indica 
a relação numérica entre AG° e K . Observe que uma varia- 
ção de 10 vezes na K eq a 25°C corresponde a uma variação no 
AG° de 5,7 kJ ■ mol -1 , isto é menos da metade da energia livre 
de uma ligação de hidrogênio, que é uma ligação fraca. 

As Equações de [3.15] a [3.17] indicam que, quando os 
reagentes de um processo estão em excesso em relação a suas 
concentrações de equilíbrio, a reação seguirá no sentido dire- 
to até que o excesso de reagentes seja convertido nos produ- 
tos e o equilíbrio alcançado. De maneira semelhante, quando 
os produtos estão em excesso, a reação seguirá no sentido 


TABELA 3.3 

Variação da em função do AG° a 25° C 

AG° (kJ - mol -1 ) 

10 6 

-34,3 

10 4 

-22,8 

10 2 

-11,4 

10 1 

-5,7 

10° 

0,0 

10' 1 

5,7 

10“ 2 

11,4 

10“ 4 

2,8 

lü“ 6 

34,3 


oA + b B 


cC + d D 
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inverso da reação de modo a converter os produtos em rea- 
gentes até que a relação entre as concentrações de equilíbrio 
sejam também alcançadas. Assim, como o princípio de Le 
Châtelier estabelece, qualquer desvio do equilíbrio estimula 
um processo que tende a restabelecer o equilíbrio do sistema. 
Todos os sistemas isolados devem inevitavelmente alcançar o 
equilíbrio. Sistemas vivos fogem desse impasse termodinâmi- 
co por serem sistemas abertos (Seção 16. 6 A). 

A variação da constante de equilíbrio em função da tem- 
peratura pode ser vista substituindo-se a Equação [3.10] na 
Equação [3.16] e rearranjando: 


-S^eq 




AS° 

R 


[3.18] 


onde H° e S° representam, respectivamente, entalpia e en- 
tropia no estado-padrão. Se A H° e A5° são independentes da 
temperatura (geralmente uma aproximação razoável), um 
gráfico de ln K tí] versus 1/T (conhecido como gráfico de van’t 
Hoff) produz uma linha reta com inclinação de - Af I o IR e in- 
terseção de A S°/R. Essa relação permite calcular os valores 
de A H° e A S° a partir da determinação de K em duas (ou 
mais) temperaturas. Portanto, determinações calorimé tricas, 
que até poucas décadas atrás eram difíceis de serem medi- 
das no caso dos processos bioquímicos, não são necessárias 
para a obtenção dos valores de A H° e A S°. Em vista disso, 
a maioria dos dados termodinâmicos bioquímicos foi obti- 
da por meio da aplicação da Equação [3.18]. Entretanto, o 
desenvolvimento do microcalorímetro de varredura fez com 
que a determinação direta do A H (q ) de um processo bioquí- 
mico passasse a ser uma alternativa prática para a obtenção 
desses dados. Efetivamente, discrepâncias entre os valores de 
A H° de uma reação determinados calorimetricamente e pelo 
gráfico de van’t Hoff sugerem que a reação ocorra via um ou 
mais estados intermediários, além dos estados iniciais e finais 
implícitos na formulação da Equação [3.18]. 


B. Variação na energia livre padrão 

Uma vez que se pode medir apenas variação na energia li- 
vre, AG, e não as energias livres absolutas, é necessário re- 
lacionar essas diferenças com algum estado-padrão para se 
poder comparar as energias livres de substâncias diferentes 
(da mesma maneira, relaciona-se a altitude de um local ao ní- 
vel do mar, que é arbitrariamente considerado como altitude 
zero). Por convenção, a energia livre de cada elemento puro 
em seu estado-padrão a 25°C, 1 atm e em suas formas mais 
estáveis (p. ex., 0 2 e não 0 3 ), é definida como zero. A ener- 
gia livre de formação de qualquer substância não elementar, 
AG° ÍS é definida como a variação de energia livre que acom- 
panha a formação de 1 mol da substância, em seu estado-pa- 
drão, a partir dos elementos (em seus estados-padrão) que 
a compõem. A variação de energia livre de qualquer reação 
pode ser calculada segundo a relação 

AG° = ^ A Gf (produtos) — ^ A Gf (reagentes) 

[3.19] 

A Tabela 3.4 mostra os valores da energia livre padrão 
de formação, AG° f , de algumas substâncias de importância 
bioquímica. 


TABELA 3.4 Energia livre de formação de alguns compostos 


de interesse bioquímico 

Composto 

— AG“ (kJ • mol -1 ) 

Acetaldeído 

139,7 

Acetato 

369,2 

Acetil-CoA 

374,1* 

cw-Aconitato 3 

920,9 

C02 (g) 

394,4 

C02 (aq) 

386,2 

HCO 3- 

587,1 

Citrato 3- 

1.166,6 

m m » 9 

Di-hidroxiacetona fosfato" 

1.293,2 

Etanol 

181,5 

Frutose 

915,4 

Frutose-6-fosfato 2- 

1.758,3 

Frutos e -1 ,6 -bif osf ato 4 - 

2.600,8 

Fumarato 2 

604,2 

a-D-Glicose 

917,2 

Glicose-6-fosfato 2 

1.760,2 

Gliceraldeído-3-fosfato 2- 

1.285,6 

H + 

0,0 

H 2 (g) 

0,0 

H z O(€) 

237,2 

Isocitrato J 

1.160,0 

2 _ 

a-Cetoglutarato 

798,0 

Lactato 

516,6 

L-Malato 2- 

845,1 

OH" 

157,3 

Oxal acetato" 

797,2 

F o sf o enolp iru v ato 

1.269,5 

2-Fosfoglicerato 3- 

1.285,6 

3-Fosfoglicerato J- 

1.515,7 

Piruvato - 

474,5 

Succinato" 

690,2 

Succinil-CoA 

686,7* 


* Para a formação dos elementos livres 4- CoA (coenzima A) livre. 

Fonte: Metzler, D.E., Biochemistry, The Chemical Reactions of Living Cells , 
p. 162-164, Academic Press (1977). 


a. Convenções de estado-padrão em bioquímica 
A convenção para referir-se ao estado-padrão normalmente 
usada em físico-química define o estado-padrão de um so- 
luto com atividade igual a um a 25 °C e 1 atm (atividade é a 
concentração do soluto corrigida para compensar o compor- 
tamento não ideal, como está explicado no apêndice deste 
capítulo; no caso das soluções diluídas, típicas das reações 
bioquímicas realizadas em laboratório, tais correções são 
pequenas, de modo que as atividades podem ser substituí- 
das pelas concentrações). Entretanto, devido ao fato de que 
as reações bioquímicas quase sempre ocorrem em soluções 
aquosas diluídas próximas ao pH neutro, foi adotada uma 
convenção um pouco diferente para os estados-padrão dos 
sistemas biológicos. 
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• O estado-padrão da água é definido como aquele 
do líquido puro. Então a atividade da água pura é toma- 
da como a unidade, embora sua concentração seja 55,5 M. 
Essencialmente, o termo [H^O] está incorporado no valor 
da constante de equilíbrio. Esse procedimento simplifica as 
expressões da energia livre das reações em soluções aquosas 
diluídas envolvendo a água como reagente ou produto, por- 
que o termo [H 2 OJ pode ser ignorado. 

« A atividade do íon de hidrogênio é definida como unitá- 
ria em pH fisiologicamente relevante, 7,0, e não no estado - 
-padrão físico -químico de pH 0, no qual muitas substâncias 
biológicas são instáveis. 

• O estado-padrão das substâncias que podem sofrer uma 
reação acidobásica é definido em termos da concentração 
total da mistura de íons que ocorre naturalmente em pH 7. 
Diversamente, a convenção físico-química refere-se a espé- 
cies puras, independentemente se elas existem ou não em pH 
0. A vantagem da convenção bioquímica reside no fato de 
que a concentração total de uma substância que tenha múlti- 
plos estados de ionização, como é o caso de muitas moléculas 
biológicas, em geral é mais fácil de determinar do que a con- 
centração dos seus estados iônicos. Entretanto, uma vez que 
a composição iônica de um ácido ou de uma base varia com 
o pH, as energias livres padrão calculadas de acordo com a 
convenção bioquímica são válidas apenas em pH 7,0. 

Segundo a convenção bioquímica, a variação de energia 
livre padrão das substâncias são normalmente simbolizadas 
por A G 0 ', para diferenciá-las da variação de energia livre 
padrão da físico-química, A G° (observe que, ao ser medido 
experimentalmente, o valor de AG de qualquer processo não 
depende do estado-padrão escolhido, isto é, AG = AG'). 
Da mesma forma, a constante de equilíbrio bioquímico, que 
é definida pelo uso de AG°' no lugar de AG° na Equação 
[3.17], é representada por K' cq . 

Em geral, a relação entre AG°' e AG° é simples. 
Normalmente, existem três situações: 

L Quando as espécies reativas não incluem H 2 0 e nem H + , 
as expressões para AG°'eAG° coincidem. 

2. Quando a reação, em solução aquosa diluída, produz n 
moléculas de H 2 0: 

A + B C + D + n H 2 0 


as Equações [3.16] e [3.17] indicam que 


AG° = -Tírin K cq 


R T ln 


/ [Cj[D][H 2 Oj” \ 

V [A] [B] ) 


Segundo a convenção bioquímica, que define a atividade da 
água pura como unitária, 



RT\nic = 

eq 


~RT ln 


[C][D]\ 

[a][b] y 


3. Quando uma reação envolve íons hidrogênio, 

A + B *=* C + HD 

K 

S: 

D " + H + 

onde 



( [H + ][D~] \ 
V [HD] ) 


manipulações matemáticas similares às anteriores levam à 
relação 


AG°' = AG° - RT ln(l + K/[H + ] 0 ) + 

RT ln[H + ] 0 [3.21] 

onde [H ] 0 = 10 M (esse é o único valor de [H ] para o 
qual essa equação é válida). Obviamente, se mais do que 
uma espécie ionizável participar da reação e/ou se alguma 
das espécies participantes for poliprótica, a Equação [3.21] 
será proporcionalmente mais complicada. 

C. Reações acopladas 

Em condições apropriadas, a somatória das variações de ener- 
gia livre possibilita que uma reação endergônica seja levada 
adiante por uma reação exergônica. Esse fenômeno constitui 
a base termodinâmica da operação das vias metabólicas, pois 
a maioria dessas sequências de reações contém tanto reações 
endergônicas como exergônicas. Considerando o seguinte 
processo de duas reações: 

(1) A + B C + D AGj 

(2) D + E F + G AG 2 

Se AG t >0,a reação (1) não ocorrerá de forma espontânea. 
Entretanto, se AG 2 for suficientemente exergônico de modo 
que AGj + ag 2 < 0, então, embora a concentração de equilí- 
brio de D na reação (1) seja relativamente pequena, ela será 
maior do que aquela da reação (2). À medida que a reação 
(2) converte D em produtos, a reação (1) seguirá no sentido 
direto para restabelecer a concentração de equilíbrio de D. 
Assim, a reação altamente exergônica (2) fará com que a rea- 
ção endergônica (1) ocorra. Diz-se que as duas reações estão 
acopladas pelo intermediário comum D. O fato de que essas 
reações acopladas ocorrem de forma espontânea (embora 
não necessariamente a uma velocidade finita) também pode 
ser verificado somando-se as reações (1) e (2), para se obter 
a reação total 

(1+2) A + B + E C + F + G AG, 


Então, 

AG°' = AG° + nf?rin[H 2 0] [3.20] 

onde [H 2 0] = 55,5 M (a concentração de água em uma so- 
lução aquosa), então para uma reação a 25°C que produza 1 
mol de H 2 0, AG°' = AG° + 9,96 kJ • mol" 1 . 


Sendo que AG 3 = AGj + AG 2 < 0. Desde que a via total (se- 
quência de reações ) seja exergônica, ela ocorrerá no sentido 
direto. Assim, a energia livre da hidrólise do ATP, um pro- 
cesso altamente exergônico, é atrelada a muitos outros pro- 
cessos biológicos, que de outro modo seriam endergônicos, 
permitindo assim que eles ocorram até o fim (Seção 16.4C). 
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APÊNDICE: A ENERGIA LIVRE DEPENDE DA CONCENTRAÇÃO 


Para estabelecer que a energia livre de uma substância é 
uma função da sua concentração, considerar a variação de 
energia livre de um gás ideal durante uma mudança reversí- 
vel de pressão sob temperatura constante (w' = 0, uma vez 
que um gás ideal é incapaz de realizar um trabalho P-V). 
Substituindo as Equações [3.1] e [3.2] na Equação [3.9] e cal- 
culando a diferencial, o resultado leva a 

dG = dq + dw + P dV + V dP - T dS [3.A1] 

A substituição das formas das diferenciais das Equações [3.3] 
e [3.8] nesta expressão a reduz a 

dG = VdP [3.A2] 

A equação de um gás ideal é PV — nR T, onde néo número 
de móis do gás. Assim, 


dP 

dG = nRT nRT d\n P 

P 


[3.A3] 


Esse resultado, que é válido para a fase de um gás, pode ser 
estendido para a área da química das soluções, de maior re- 
levância para a bioquímica, por meio da aplicação da lei de 
Henry a uma solução que contenha um soluto volátil A em 
equilíbrio com a fase gasosa correspondente: 


p, = k a x a 


[3.A4] 


Aqui P A é a pressão parcial de A quando a fração molar 
de A na solução for X A e K A é a constante da lei de Henry de 
A no solvente que está sendo usado. Porém, normalmente é 
mais conveniente expressar as concentrações das soluções de 
sistemas químicos e biológicos que sejam relativamente di- 
luídas em termos de molaridade e não de fração molar. Para 
uma solução diluída 



n solvente 


[A] 

[solvente] 


[3.A5] 


na qual a concentração do solvente [solvente] é praticamente 
constante. Então 


~ ^Á[A] [3.A6] 

onde K’ a — K/ [solvente] . A substituição dessa expressão na 
Equação [3.A3] resulta em 

dG A = n A RT d(\n K’ A + ln[A]) = n A RT d ln[A] 

[3.A7] 

A energia livre, assim como a energia e a entalpia, é uma 
grandeza relativa que somente pode ser definida em relação 
a algum estado-padrão arbitrário. O estado-padrão é nor- 
malmente tomado a 25° C, 1 atm de pressão, sendo que, para 
fins de simplificação matemática, [A] ~ 1. A integração da 
Equação [3.A7] a partir do estado-padrão, [A] = 1, para o 
estado final [A] = [A], resulta em 

G A~ G A = n A RT ln[A] [3.A8] 


onde G° A é a energia livre de A no estado-padrão, sendo que 
[A] representa realmente a relação de concentração [A]/l. 
Entretanto, uma vez que a lei de Henry é válida para solu- 
ções reais apenas no limite de diluição infinita, o estado- 
-padrão é definido como o estado totalmente hipotético de 1 
M de soluto com as propriedades que teria em uma diluição 
infinita. 

Os termos de energia livre da Equação [3.A8] podem 
ser convertidos de grandezas extensivas (que dependem da 
quantidade de matéria) para grandezas intensivas (que in- 
dependem da quantidade de matéria), dividindo-se os dois 
lados da equação por n A . Isso resulta em 

g a ~ g °a = RT ln[A] [3.A9] 

A Equação [3.A9] tem a limitação de poder referir-se 
apenas a soluções que seguem perfeitamente a lei de Henry, 
embora as soluções reais só obedeçam a essa lei quando es- 
tão no limite de uma diluição infinita e ainda se o soluto for 
realmente volátil. Essas dificuldades só podem ser elimina- 
das substituindo-se [A] na Equação [3.A9] pela grandeza a A , 
conhecida como a atividade de A. Isso é definido como 

a A = 7a[A] [3. AIO] 

onde -y A é o coeficiente de atividade de A. Então, a Equação 
[3.A9] toma a forma de 

g a - G 1 = RT ln a A [3. AH] 

na qual todos os pressupostos de um comportamento ideal, 
incluindo o fato de que o sistema pode realizar um trabalho 
de não expansão, foram incorporados no coeficiente de ati- 
vidade, que é uma grandeza experimentalmente mensurável. 
O comportamento ideal somente será alcançado quando a 
diluição for infinita, isto é, y A — >■ 1, assim como [A] — > 0. O 
estado-padrão da Equação [3. All] é redefinido como estado 
da unidade de atividade. 

As concentrações dos reagentes e produtos da maioria 
das reações realizadas nos laboratórios de bioquímica em ge- 
ral são tão baixas (da ordem do milimolar ou menos ainda) 
que os coeficientes de atividade dessas diversas espécies são 
praticamente iguais à unidade. Consequentemente, as ativi- 
dades da maioria das espécies bioquímicas em condições de 
laboratório podem ser aproximadas de maneira satisfatória 
pelos valores de suas concentrações molares: 

G Â "Ga = RT ln[A] [3.13] 

Entretanto, os coeficientes de atividade de determinadas es- 
pécies variam com a somatória da concentração de todas as 
demais espécies presentes, e também com suas próprias con- 
centrações. Assim, embora a concentração da maioria das 
espécies bioquímicas dentro de uma célula seja baixa, a con- 
centração extraordinariamente alta da combinação de suas 
concentrações (p. ex., Fig. 1.13) faz com que os coeficientes de 
atividade de cada espécie desviem-se de forma significativa da 
unidade. Infelizmente, é difícil determinar os valores dessas 
grandezas em um compartimento celular (onde também é di- 
fícil determinar as concentrações de qualquer espécie). 
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RESUMO DO CAPÍTULO 


1. Primeira lei da termodinâmica: conservação da energia A 
primeira lei da termodinâmica, 

A U = q + w [3.1] 

onde q é calor e w trabalho, é uma reafirmação da lei da conserva- 
ção de energia. Energia é uma função de estado, pois a energia de 
um sistema depende apenas do estado do sistema. 

A entalpia, 


diminui em um processo espontâneo sob pressão constante. Em um 
processo em equilíbrio, o sistema não sofre nenhuma variação efeti- 
va, de modo que AG = 0. Diz-se que um processo ideal, no qual o sis- 
tema está em equilíbrio permanente, é um processo reversível. Todos 
os processos reais são irreversíveis, uma vez que os processos em 
equilíbrio podem ocorrer somente em velocidades muito pequenas. 

4. Equilíbrio químico Para uma reação química 

aA + £>B t — - cC + dD 


H = U + PV 



a variação na energia livre de Gibbs é expressa por 


onde Pé a pressão eVéo volume, é uma função de estado muito 
relacionada à anterior que representa o calor em pressão constante, 
sob condições nas quais apenas é possível realizar um trabalho de 
expansão (do tipo pressão-volume). 

2. Segunda lei da termodinâmica: o universo tende ao máximo 
de desordem A entropia, que também é uma função de estado, é 
definida como 


S= [3.5] 

onde W, a desordem é o número de maneiras equivalentes pelas 
quais o sistema pode ser organizado dentro das condições que o 
governam e K B é a constante de Boltzmann. A segunda lei da ter- 
modinâmica estabelece que o universo tende para um máximo de 
desordem assim, para qualquer processo real, AA universo > 0. 

3. Energia livre: indicador de espontaneidade A energia livre de 
Gibbs de um sistema 



AG = AG° + RT ln 


mpn 

[A ] 8 [B] b ) 


[3.15] 


onde AG° (a variação de energia livre padrão) é a variação na ener- 
gia livre a 25°C, 1 atm de pressão e com uma unidade de atividade 
dos reagentes e produtos. O estado-padrão em bioquímica, AG°', é 
definido de maneira similar, mas em soluções aquosas diluídas de 
pH 7, nas quais as atividades da água edoH" são definidas como 
unitárias. 

No equilíbrio, 


/[C] c eq [D]f q 

AG 0 ' = -RT ln K ' = ~ RT ln - 

^ [A] eq[B] eq 

sendo que K' é a constante de equilíbrio segundo a convenção bio- 
química. Uma reação endergônica (AG > 0) pode ser impelida por 
uma reação exergônica (AG < 0) caso elas estejam acopladas e a 
reação total for exergônica. 
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PROBLEMAS 


1. O versículo bíblico “Ao pó e às cinzas voltarás” é frequente- 
mente recitado nos funerais. Como poderia uma família de estudio- 
sos da termodinâmica enlutada ser consolada pela declamação da 
segunda lei da termodinâmica? 

2. Quantos andares (4 metros de altura cada um) com lances de 
escadas uma pessoa de 75 kg, acima do peso normal, deve subir para 
redimir-se por ter comido um hambúrguer de 500 Cal? Suponha que 
a eficiência da conversão da energia química em mecânica sej a de 
20%. A força da gravidade de um objeto de massa m kg é F — mg, 
sendo que a constante da gravidade (g) é 9,8 m * s . 

3. Por que, em termos termodinâmicos, é mais difícil estacionar 
um carro em uma vaga pequena do que manobrar o carro para fora 
dessa mesma vaga? 

4. Tem-se afirmado que um exército de macacos muito dedicados 
ao trabalho, datilografando ao acaso, poderia produzir toda a obra 
de Shakespeare. Em média, quanto tempo seria preciso para que 
um milhão de macacos digitando, a um ritmo de 1 tecla por segundo, 


em um teclado de 46 teclas (incluindo a tecla de espaços, mas não a 
de maiúsculas) escrevesse a famosa frase “ser ou não ser”? Quanto 
tempo um macaco levaria, em média, para fazer o mesmo em um 
computador se o computador aceitasse apenas a letra certa da frase 
e então movesse o cursor para a próxima letra (i.e., se o computador 
já soubesse a frase desejada)? O que esses resultados indicam sobre 
a probabilidade de um estado organizado originar-se ao acaso da 
desordem em comparação com o surgimento de ordem por meio de 
um processo evolutivo? 

5, Demonstre que a transferência de calor de um objeto de alta 
temperatura para um outro de temperatura menor, mas não o con- 
trário, obedece a segunda lei da termodinâmica. 

6. O monóxido de carbono cristaliza com suas moléculas de 
CO organizadas em linhas paralelas. Uma vez que, na ausência de 
efeitos polarizantes, o CO é uma molécula com uma forma apro- 
ximadamente elipsoide, as moléculas adjacentes de CO poderiam 
perfeitamente alinhar-se em uma estrutura cabeça-com-cauda ou 
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cabeça-com -cabeça. Em um cristal constituído de lCr moléculas, 
qual seria a entropia se todas as moléculas de CO estivessem alinha- 
das cabeça-com-cauda? 

7. O departamento de patentes dos Estados Unidos recebeu, e 
continua recebendo, numerosos pedidos de registro de máquinas de 
moto contínuo. Essas máquinas são classificadas como de primeiro 
tipo quando violam a primeira lei da termodinâmica e de segundo 
tipo quando violam a segunda lei da termodinâmica. Em geral, a 
falácia presente nas propostas de máquinas de moto contínuo do 
primeiro tipo é de fácil detecção. Um dos exemplos seria um gera- 
dor elétrico de energia elétrica que produzisse mais energia do que 
consumisse. A falácia presente nas propostas de máquinas de moto 
contínuo do segundo tipo, porém, costuma ser mais sutil. Considere, 
por exemplo, um navio que usasse energia térmica extraída do mar 
por uma bomba de calor para ferver água e então movimentar um 
mecanismo a vapor que acionasse tanto o navio como a bomba de 
calor. Mostre, em termos gerais, que um sistema de propulsão des- 
ses viola a segunda lei da termodinâmica. 

8, Calcule, usando os dados da Tabela 3.4, os valores de A G° a 
25°C para as seguintes reações metabólicas: 

(a) C^Of, + 60 2 ^ 6 CO 2 (aq) + 6H 2 0(f) 

Glicose 

(b) CgH 12 0 6 ^ 2 CH 3 CH 2 OH + 2CO 2 {aq) 

Glicose Etanol 

(c) C6H 12 0 6 2 CH3CHOHCOO " + 2H + 

Glicose Lactato 

(Essas reações constituem, respectivamente, o metabolismo oxida- 
tivo, a fermentação alcoólica em levedura em ausência de oxigênio 
e a fermentação homoláctica em um músculo esquelético que esteja 
necessitando de mais energia do que aquela que pode ser fornecida 
apenas pelo metabolismo oxidativo [Seção 17.3BJ.) 

*9. As formas nativa e desnaturada de uma proteína geralmente 
estão em um equilíbrio como descrito abaixo 

Proteína ( desnaturada ) t 1 A proteína ( nativa ) 

Para uma determinada solução da proteína ribonuclease A (com con- 
centração total de 2,0 X 10 Aí), as concentrações da proteína des- 
naturada e nativa tanto a 50 como a 100°C estão na tabela a seguir: 


Temperatura [Ribonuclease A [Ribonuclease A 
(°C) (desnaturada)] ( M ) {nativa)] (M) 

50 5,1 X 10 -6 2,0 X 1Ü -3 

100 2,8 X 10 -4 1,7 X 10 -3 

(a) Determine A H° e AS° para a reação de renaturação supondo 
que essas grandezas não dependam da temperatura, (b) Calcule 
AG° para a renaturação da ribonuclease A a 25 °C. Sob condições 
de estado-padrão, o processo é espontâneo a essa temperatura? (c) 
Qual a temperatura de desnaturação da ribonuclease A nas condi- 
ções de estado-padrão? 

* 10 . Calcule, usando os dados da Tabela 3.4, o valor de AG°' para 
os seguintes compostos a 25°C: (a) H 2 0(í); (b) sacarose (sacarose 
+ H 2 0 " 7 glicose + frutose: AG°' = —29,3 kl • mol 1 ); e (c) ace- 
tato de etila (acetato de etila + H 2 0 ' / etanol + acetato - + H + : 

AG°' = —19,7 kJ * mol 1 ; o p K do ácido acético é 4,76). 

11 Calcule as constantes de equilíbrio da hidrólise dos seguintes 
compostos empH7 e25°C: (a) fosfoenolpiruvato (AG° f = —61,9 kJ • 
mol -1 ); (b) pirofosfato (AG°' = —33,5 kJ ■ mol -1 ); e (c) glicose-1- 
-fosfato (AG°' = —20,9 kJ * mol 1 ). 

12 . O AG°' para a reação de isomerização 

Glicose-l-fosfato(GlP) v * glicose-6-fosfato(G6P) 

é 7,1 kJ ■ mol -1 . Calcule a relação de equilíbrio de [GIP] para [G6PJ 
a 25 °C. 

13. Para a reação A — » B a 298 K, a variação na entalpia é 
— 7kJ * mol e a variação na entropia é —25 J * K 1 * mol . A rea- 
ção é espontânea? Caso contrário, um aumento ou diminuição de 
temperatura poderia tornar a reação espontânea? 

14 . Duas reações bioquímicas tem o mesmo A = 5 X 10 1 na 
temperatura T l = 298 K. Entretanto, a reação 1 tem A H° - —28 
kJ * mol - e a reação 2 tem A H a = +28 kJ * mol. As duas reações 
utilizam os mesmos reagentes. Seu colega de laboratório propôs que 
você pegasse mais dos reagentes para que reação ocorresse segundo 
a reação 2 ao invés da reação 1. Esta estratégia funciona? Por que 
sim ou por quê não? Quanto a temperatura deveria aumentar ou 
diminuir para mudar o valor da relação K 2 /K , de 1 para 10? 
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Não é de surpreender que grande parte da pesquisa inicial 
em bioquímica estivesse voltada para o estudo das proteínas. 
As proteínas formam a classe de macromoléculas biológicas 
que apresenta propriedades físico- químicas melhor defini- 
das e, consequentemente, eram isoladas e caracterizadas de 
maneira mais fácil que ácidos nucleicos, polissacarídeos ou 
lipídeos. Além disso, as proteínas, em especial na forma de 
enzimas, apresentam óbvias funções bioquímicas. O papel 
central desempenhado pelas proteínas nos processos biológi- 
cos foi, portanto, reconhecido desde os primeiros tempos da 
bioquímica. Já o papel dos ácidos nucleicos na transmissão e 
na expressão da informação genética não foi constatado até 
o final da década de 1940, e sua função catalítica somente 
começou a ser identificada na década de 1980. O papel dos 
lipídeos nas membranas biológicas não foi verificado até a 
década de 1960, e as funções biológicas dos polissacarídeos 
ainda são, de certo modo, misteriosas. 

Neste capítulo, serão estudadas as estruturas e as pro- 
priedades das unidades monoméricas das proteínas, os ami- 
noácidos. É a partir dessas substâncias que as proteínas são 
sintetizadas, por meio de processos que serão discutidos no 


R 
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H 

FIGURA 4.1 Estrutural geral dos a-aminoácidos. Há 20 dife- 
rentes grupos R nos aminoácidos de ocorrência comum (Tabela 
4.1). 


Capítulo 32. Aminoácidos são também metabólitos energé- 
ticos e, em animais, muitos deles são nutrientes essenciais 
(Capítulo 26). Além disso, como será visto, muitos aminoá- 
cidos e seus derivados são biologicamente importantes por si 
próprios (Seção 4.3B). 

1 05 AMINOÁCIDOS PROTEICOS 

A análise de um grande número de proteínas obtidas de 
praticamente todas as fontes imagináveis tem mostrado que 
todas as proteínas são constituídas dos 20 aminoácidos “ pa- 
drão ”, listados na Tabela 4.1. Estas substâncias são conheci- 
das como a-aminoácidos porque, com a exceção da prolina, 
apresentam um grupo amino primário e um grupo carboxila 
ligados ao mesmo átomo de carbono (Fig. 4.1; a prolina apre- 
senta um grupo amino secundário). 

A. Propriedades gerais 

Os valores de p K para os 20 a-aminoácidos “padrão” das 
proteínas estão apresentados na Tabela 4.1. Aqui, püCj e 
p K 2 referem-se, respectivamente, aos grupos a- carboxila e 
a- amino e pi£ R refere-se aos grupos da cadeia lateral com 
propriedades acidobásicas. A Tabela 4.1 indica que os va- 
lores de pAC dos grupos ácidos a-carboxílicos situam-se em 
uma limitada faixa, ao redor de 2,2, de forma que acima 
do pH 3,5 esses grupos encontram-se quase completamen- 
te em suas formas de carboxilatos (ionizados). Os grupos 
a -amino apresentam, todos eles, valores de p K próximos a 
9,4 e estão, portanto, quase completamente em suas formas 
ionizadas abaixo de pH 8,0. Isso leva a uma importante ob- 
servação estrutural: na faixa de pH fisiológico, tanto o grupo 
carboxila quanto o grupo amino dos a-aminoácidos encon - 
tram-se completamente ionizados (Fig. 4.2). Um aminoácido 
pode, portanto, atuar seja como um ácido, seja como uma 
base. Substâncias com essa propriedade são ditas anfotéricas 
e são chamadas anfólitos (eletró/itos an/otéricos). Na Seção 
4.1D, serão estudadas mais profundamente as propriedades 
acidobásicas dos aminoácidos. 
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FIGURA 4.2 Forma zwitteriôniea de a-aminoácidos que ocor- 
rem em valores fisiológicos de pH. 
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TABELA 4.1 

Estruturas covalentes e abreviaturas dos aminoáddos 4 

‘padrão” das proteínas, sua ocorrência e valores de p K de 


seus grupos ionizáveis 






Nome, símbolo de três letras 

Massa do 

Ocorrência média 

P*i 

P&2 

P^R 

e símbolo de uma letra Fórmula estrutural" 

resíduo (D) J 

J em proteínas (%)'" 

a-COOH^ 

ot-NH 3 +ií 

cadeia lateral' 

Aminoãcidos 

com cadeias laterais apoiares 






Glicina 

CO CT 

57,0 

7,1 

2,35 

9,78 


Gly 

G 

i 

H— C~H 
| 







NHÍ 






Alanina 

Ala 

coo- 

1 

71,1 

8,3 

2,35 

9,87 


A 

H— C— CH 3 







nh 3 






Valina 

Vai 

Ç 00 ~ch 3 

99,1 

6,9 

2,29 

9,74 


V 

H-C-CH 

1 x 

NH 3 CH 3 






Leucina 

Leu 

L 

Ç°°” ch 3 

/ 3 

II-C-CIF-CH 
NH 3 CH 3 

113,2 

9,7 

2,33 

9,74 


Isoleucina 

COO“ ch 3 

113,2 

6,0 

2,32 

9,76 


Ile 

I 

H— C c— CH 2 -CH 3 

1 1 







nh 3 h 






Metionina 

coo~ 

131,2 

2,4 

2,13 

9,28 


Met 

M 

h—c—ch 2 -ch 2 —s—ch 3 







NHÍ 






Prolina 

H 2 

97,1 

4,7 

1,95 

10,64 


Pro 

P 

COO/ C 3^CH 2 

''''C 2 4 1 

H ' v n" S ch 2 

h 2 







Fenilalanina 

Phe 

F 



COO 


c ch 2 

I 

NHÍ 



147,2 



Triptofano 

Trp 

W 


COO- 

I 

H— C-CH 2 

I + 

NHJ 



186,2 



(continua) 

a As formas iônicas apresentadas são aquelas predominantes em pH 7,0 (exceto para a histidina 1 ), embora a massa do resíduo seja dada com relação ao com- 
posto neutro* Os átomos C üS assim como os átomos marcados com um asterisco (*), sâo centros quirais, com configurações conforme indicado pelas fórmulas 
de projeção de Fischer* A numeração orgânica padrão é fornecida para compostos heterocídiclos. 

massas dos resíduos sâo dadas considerando as formas neutras dos resíduos de aminoãcidos, Para obter a massa molecular dos aminoãcidos originais, 
adicione 18,0 D, a massa molecular da PUO, à massa do resíduo* Para as massas das cadeias laterais, subtraia, da massa do resíduo, 56,0 D, que é a massa de 
um grupo peptídico* 

L Composição média dos aminoãcidos, calculado a partir do banco de dados SWISS-PROT (http://www.expasy*ch/sprot/relnotes/relstat*html) s versão 55.11. 
Dados obtidos de Dawson, R*M.C., Elliott, D*C, Ellíott, W.H. e Jones, K.M. Data for Biochemical Research (3 L1 Ed.), pp. 1-31, Oxford Science Publications (1986)* 
Ambas as formas da histidina, neutra e protonada, estão presentes em pH 7,0, pois seu pK R é próximo de 7,0. O anel imidazol da histidina está numerado de 
acordo com a convenção em bioquímica* Na convenção da 1UFAC, o N3 da convenção bioquímica é designado como NI e a numeração aumenta no sentido 
dos ponteiros do relógio ao redor do anel. 

Os símbolos de três letras e de uma letra para a asparagina ou o ácido aspãrtico são Asx e B, enquanto para a glutamina ou o ácido glutâmico são Glx e Z. O 
símbolo de uma letra para um amínoácido indeterminado ou “não padrão” é X* 


Bioquímica 69 


TABELA 4.1 Estruturas covalentes e abreviaturas dos aminoáddos “padrão” das proteínas, sua ocorrência e valores de p/i de 

seus grupos ionizáveis (continuação) 

Nome, símbolo de Ocorrência 

três letras e símbolo Massa do média em p Xj p K 2 pX R 

de uma letra Fórmula estrutural" resíduo (D)' 1 proteínas (%) ocCOOH' 1 a-NH 3 r ‘ l cadeia lateral'* 

Aminoáddos com cadeias laterais polares sem carga 


Serina 

Ser 

S 

H 

COO’ 

-e— ch 2 — OH 
nh 3 + 

87,1 

6,5 

2,19 

9,21 


Treonina 

Thr 

T 

Aspa^g^ua* 

Asn 

N 

T I 

COO ' H 

i 1* 

p p pT T 

101,1 

5,3 

2,09 

9,10 


11 

H- 

! 1 
NH3 OH 

COO" 0 

1 // 

-c— ch 2 -c 

! \ 

NH 3 NH 2 

114,1 

4,0 

2,14 

8,72 


Glutamina r 

Gin 

Q 

H- 

COO- 0 

f // 

-c-ch 2 -ch 2 -c 

1 \ 

NH3 NH 2 

128,1 

3,9 

2,17 

9,13 


Tirosina 

Tyr 

Y 

H- 

COO- 

- ç- ch 2 OH 

nh 3 + 

163,2 

2,9 

2,20 

9,21 

10,46 (fenol) 

Cisteína 

Cys 

C 

H- 

COO' 

-c-ch 2 -sh 

nh 3 

103,1 

1,4 

1,92 

10,70 

8,37 (sulfidril) 


Aminoáddos com cadeias laterais polares com carga 

Lisina 
Lys 

K 


COO 

I 


128,2 


5,9 


+ 


H— C - CH 2 - CH 2 — CH 2 — ch 2 -nh 3 


Arginina 

Arg 

R 


I 

NH 3 

COO 


[ / 

H— C— CH->— CHt — CH-) — NH — C 


NH 2 156 > 2 


5.5 


Histidina" 

His 

H 





NHÍ 


137,1 


2,3 


Ácido aspár 

Asp 

D 


COO" O 

I // 

-c 
\ 

o 


115,1 


5.4 


H — C— CH 2 

4- 

3 


NH + 


Ácido glutâmiccr 

Glu 

E 


coo- O 

I // 

H— C— CH 2 - CH 2 — C 

I \ 

5 0 


129,1 


6.8 


NH + 


2,16 


1,82 


1,80 


1,99 


2,10 


9,06 


8,99 


9.33 


9,90 


9.47 


10,54 

(e-NH 3 + ) 


12,48 

(guanidino) 


6,04 

(imidazol) 


3,90 

(p-COOH) 


4,07 


(-y-COOH) 


70 Donald Voet / Judith G. Voet 


Moléculas que apresentam grupos com cargas elétricas 
de polaridades opostas são conhecidas como zwitterions (do 
alemão, zwitter, híbrido) ou íons dipolares. O caráter de zwit- 
terion dos a-aminoácidos foi estabelecido por diversos méto- 
dos, incluindo medidas espectroscópicas e determinações da 
estrutura cristalina por raios X (no estado sólido os a-ami- 
noácidos são zwitterions pois o grupo amino básico recebe 
um próton do grupo carboxílico ácido vizinho). Uma vez que 
aminoácidos são zwitterions, suas propriedades físicas são 
características de compostos iônicos. Por exemplo, a maio- 
ria dos a-aminoácidos apresenta ponto de fusão ao redor dos 
300 ü C, enquanto seus derivados não iônicos normalmente 
possuem pontos de fusão ao redor dos 100° C. Além disso, 
aminoácidos, como outros compostos iônicos, são mais so- 
lúveis em solventes polares que em solventes apoiares. De 
fato, a maioria dos a-aminoácidos é muito solúvel em água, 
e bastante insolúvel na maior parte dos solventes orgânicos. 

B. Ligações peptídicas 

Os a-aminoácidos polimerizam, pelo menos conceitualmente, 
pela eliminação de uma molécula de água, conforme indica- 
do na Fig. 4.3. A ligação CO - NH resultante, que foi carac- 
terizada independentemente em 1902 por Emil Fisher e por 
Franz Hofmeister, é conhecida como uma ligação peptídica. 
Polímeros compostos por dois, três, alguns poucos (3.10) ou 
por muitos resíduos de aminoácidos (alternativamente de- 
nominados unidades peptídicas) são conhecidos, respectiva- 
mente, como dipeptídeos, tripeptídeos, oligopeptídeos e poli- 
peptídeos. Essas substâncias, entretanto, frequentemente são 
denominadas simplesmente “peptídeos”. Proteínas são mo- 
léculas que consistem em uma ou mais cadeias polipeptídicas. 
Esses polipeptídeos apresentam um comprimento variável, 
indo de aproximadamente 40 a aproximadamente 34.000 re- 
síduos de aminoácidos (embora poucos tenham mais de 1 .500 
resíduos) e, uma vez que a massa média de um resíduo de ami- 
noácido é aproximadamente 110 D, apresentam massas mo- 
leculares que variam entre aproximadamente 40 e 3.700 kDa. 

Polipeptídeos são polímeros lineares, isto é, cada resíduo 
de aminoácido está ligado a seus vizinhos de forma cabeça- 
-cauda, não formando cadeias ramificadas. Esta observação 
reflete a elegante simplicidade inerente ao modo como os sis- 
temas vivos constroem suas macromoléculas pois, como será 
visto, os ácidos nucleicos que codificam as sequências de ami- 
noácidos nos polipeptídeos também são polímeros lineares. 
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FIGURA 4.3 Condensação de dois a-aminoácidos para formar 
um dipeptídeo. A ligação peptídica é mostrada em vermelho. 


Isso permite uma correspondência direta entre a sequência 
de monômeros (nucleotídeos) de um ácido nucleico e a se- 
quência de monômeros (aminoácidos) do polipeptídeo cor- 
respondente, sem a complicação adicional de especificar as 
posições e sequências de quaisquer cadeias em ramificações. 

Com 20 diferentes possíveis escolhas disponíveis para 
cada resíduo de aminoácido incorporado em uma cadeia po- 
lipeptídica, é fácil observar que pode existir um enorme nú- 
mero de diferentes moléculas proteicas. Por exemplo, para 
dipeptídeos, cada uma das 20 diferentes escolhas para o pri- 
meiro resíduo de aminoácido pode ter 20 diferentes escolhas 
para o segundo resíduo de aminoácido, com um total de 20 2 
= 400 dipeptídeos distintos. Do mesmo modo, para tripeptí- 
deos há 20 possibilidades para cada uma das 400 escolhas de 
dipeptídeos, dando um total de 20 3 = 8.000 tripeptídeos di- 
ferentes. Uma molécula de proteína relativamente pequena 
consiste em uma única cadeia polipeptídica de 100 resíduos. 
Há 20 100 = 1,27 X 10 lj0 possibilidades de cadeias polipeptídi- 
cas diferentes com esse tamanho, uma quantidade bastante 
maior que o número estimado de átomos no universo (9 X 
10 ,s ). Obviamente, a natureza criou apenas uma pequenina 
fração das diferentes possíveis moléculas proteicas. Ainda 
assim, os vários organismos na Terra sintetizam , coletivamen- 
te, um número enorme de diferentes moléculas proteicas, cuja 
enorme gama de características físico-químicas advém, prin- 
cipalmente, das propriedades variadas dos 20 aminoácidos 
“ padrão 

C. Classificação e características 

A forma mais comum e, talvez, mais útil de classificar os 20 
aminoácidos “padrão” é de acordo com as polaridades de 
suas cadeias laterais (os grupos R). Isso ocorre porque as 
proteínas dobram-se, obtendo suas conformações nativas, 
principalmente em resposta à tendência de remover suas ca- 
deias laterais hidrofóbicas do contato com a água, e de sol- 
vatar suas cadeias laterais hidrofílicas (Capítulos 8 e 9). De 
acordo com esse esquema de classificação, há três tipos prin- 
cipais de aminoácidos: (1) aqueles com grupos R apoiares, 
(2) aqueles com grupos R polares, sem carga elétrica e (3) 
aqueles com grupos R polares com carga. 

a. As cadeias laterais dos aminoácidos apoiares apresentam 
uma variedade de formas e tamanhos 
Nove aminoácidos são classificados como tendo cadeias la- 
terais apoiares. A glicina (que, quando foi descoberta como 
um componente da gelatina em 1820, tornou-se o primeiro 
aminoácido a ser identificado em hidrolisados de proteínas) 
tem a menor cadeia lateral possível, um átomo H. A alani- 
na (Fig. 4.4), a valina, a leucina e a isoleucina apresentam 
cadeias laterais hidrocarbonadas alifáticas que variam em 
tamanho, desde um grupo metila para a alanina até grupos 
isobutila para a leucina e a isoleucina. A metionina apresenta 
uma cadeia lateral tiol éter, que assemelha-se a um grupo n- 
-butila em muitas de suas propriedades físicas (C e S apresen- 
tam eletronegatividades aproximadamente iguais, e o S tem 
o tamanho aproximadamente igual ao de um grupo metile- 
no). A prolina, um aminoácido secundário cíclico, apresenta 
restrições conformacionais impostas pela natureza cíclica de 
sua cadeia lateral pirrolidina, única entre os 20 aminoácidos 
“padrão”. A fenilalanina, com sua metade fenila (Fig. 4.4), 


Bioquímica 71 



Alanina Glutamina Fenilalanina 


FIGURA 4.4 Estruturas dos a-aminoácidos alanina, glutamina e fenilalanina. Os aminoácidos são mostrados em modelos de 
esferas e bastões inseridos em seus modelos transparentes de volume atômico. Os átomos estão coloridos de acordo com o tipo (C 
verde, H branco, N azul e O vermelho). 


e o triptofano, com seu grupo indol, contêm cadeias laterais 
aromáticas, caracterizados por seu tamanho assim como por 
sua apolaridade. 

b. Cadelas laterais polares sem carga elétrica apresentam 
grupos hidroxila, amida ou tlol 

Seis aminoácidos são normalmente classificados como tendo 
cadeias laterais polares desprovidas de carga elétrica. A seri- 
na e a treonina possuem grupos R hidroxüicos de diferentes 
tamanhos. A asparagina e a glutamina (Fig. 4.4) apresentam 
cadeias laterais de diferentes tamanhos contendo uma ami- 
da. A tirosina possui um grupo fenólico, o qual, j untamento 
com os grupos aromáticos da fenilalanina e do triptofano, 
é responsável pela maior parte da absorbância no UV e da 
fluorescência exibida pelas proteínas ( Seção 9.1Cb). A ciste- 
rna apresenta um grupo tiol que é único entre os 20 aminoá- 
cidos, pelo fato de que frequentemente forma uma ligação 
dissulfeto com outro resíduo de cisteína pela oxidação de 
seus grupos tiol (Fig. 4.5). Essa ligação dissulfeto apresenta 
grande importância para a estrutura das proteínas: ela pode 
unir cadeias polipeptídicas diferentes ou estabelecer ligações 
cruzadas entre dois resíduos de cisteína na mesma cadeia. 
Duas cisteínas unidas por meio de uma ligação dissulfeto re- 
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FIGURA 4.5 Reação unindo dois resíduos de cisteína por 
meio de uma ligação dissulfeto. 


cebem, na literatura bioquímica mais antiga, a denominação 
cistina, pois originalmente se pensava que formassem um 
único aminoácido. Entretanto, a descoberta de que a cistina 
surge pela ligação cruzada de dois resíduos de cisteína após 
a biossíntese do polipeptídeo fez o nome cistina ser menos 
comumente utilizado. 

c. Cadeias laterais polares com carga elétrica podem ser 
positivamente ou negativamente carregadas 
Cinco aminoácidos apresentam cadeias laterais carregadas. 
Os aminoácidos básicos são carregados positivamente em va- 
lores fisiológicos de pH. São eles: a lisina, que apresenta uma 
cadeia lateral butilamônio, a arginina, que possui um grupo 
guanidino, e a histidina, que apresenta um grupo imidazol. 
Dos 20 a-aminoácidos, apenas a histidina, com pK R — 6,0, 
ioniza nos valores fisiológicos de pH. Em pH 6,0, seu grupo 
lateral imidazol está apenas 50% carregado, de forma que a 
histidina é neutra nos limites básicos dos valores fisiológicos 
de pH. Como consequência, as cadeias laterais de resíduos de 
histidina frequentemente participam das reações catalisadas 
por enzimas. Os aminoácidos ácidos, ácido aspártico e ácido 
glutâmico, são carregados negativamente acima do pH 3; nes- 
se estado ionizado, são frequentemente denominados aspar- 
tato e glutamato. A asparagina e a glutamina são, respecti- 
vamente, as amidas do ácido aspártico e do ácido glutâmico. 

Evidentemente, a alocação dos 20 aminoácidos entre os 
três diferentes grupos é, de certo modo, arbitrária. Por exem- 
plo, a glicina e a alanina, os menores aminoácidos, e o tripto- 
fano, com seu anel heterocíclico, poderiam também ser classi- 
ficados como aminoácidos polares não carregados. Da mesma 
forma, a tirosina e a cisteína, com suas cadeias laterais ionizá- 
veis, poderiam ser consideradas aminoácidos polares carrega- 
dos, especialmente em valores de pH mais altos, enquanto a 
asparagina e a glutamina são quase tão polares quanto seus car- 
boxilatos correspondentes, o aspartato e o glutamato. 

Os 20 aminoácidos variam consideravelmente em suas 
propriedades físico -químicas, tais como polaridade, acidez, 
basicidade, aromaticidade, tamanho, flexibilidade conforma- 
cional, capacidade de estabelecer ligações cruzadas , capaci- 
dade de formar ligações de hidrogênio e reatividade química. 
Essas diversas características, muitas das quais são interrela- 
cionadas, são grandemente responsáveis pela ampla gama de 
propriedades das proteínas. 
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D. Propriedades acidobásicas 

Aminoácidos e proteínas apresentam óbvias propriedades 
acidobásicas. Os a-aminoácidos possuem dois ou, para aque- 
les com cadeias laterais ionizáveis, três grupos acidobásicos. 
A curva de titulação da glicina, o mais simples dos aminoáci- 
dos, é mostrada na Fig. 4.6. Em valores baixos de pH, ambos 
os grupos acidobásicos da glicina encontram-se completa- 
mente protonados, de modo que ela assume a forma catiôni- 
ca H 3 NCH 2 COOH. No decurso da titulação com uma base 
forte, como NaOH, a glicina perde dois prótons, o que ocorre 
em etapas, na forma característica de um ácido poliprótico. 

Os valores de p K dos dois grupos ionizáveis da glicina 
são suficientemente diferentes, de modo que a equação de 
Henderson-Hasselbalch: 

pH 

nos dá uma estimativa bastante aproximada para cada pla- 
tô da curva de titulação. Consequentemente, o p K para 
cada passo da ionização é dado pelo ponto médio de seu 
platô correspondente da curva de titulação (Seções 2. 2 A 
e 2.2C): no pH 2,35, as concentrações da forma catiônica, 
H 3 NCH 2 COOH, e da forma zwitteriônica, H 3 NCH 2 COO”, 
são iguais; da mesma forma, no pH 9,78, as concentrações da 
forma zwitteriônica e da forma aniônica, HjNCF^COO”, são 
iguais. Observe que os aminoácidos nunca assumem a forma 
neutra em solução aquosa. 

O pH no qual uma molécula não apresenta carga elétrica 
líquida é conhecido como seu ponto isoelétrico, p I. Para os 
a-aminoácidos, a aplicação da equação de Henderson-Has- 
selbalch indica que, com um alto grau de precisão, 

pl = \ (p K, + pK,) [4.1] 



íons H + dissociados/molécula 

FIGURA 4.8 Curva de titulação para a glicina. Outros ácidos mo- 
noamíno monocarboxüicos ionizam de forma semelhante. (Obtido 
de Meister, A., Biochemistry oftheAmino Acids (2nd Ed.), Vol. 1, 
p. 30, Academic Press [1965].) 4R* Ver Figuras animadas 


em que K e K, são as constantes de dissociação das duas ioni- 
zações envolvendo a espécie neutra. Para ácidos monoamino 
e monocarboxílicos, tais como a glicina, K t e K : representam 
K x t K 2 . Entretanto, para os ácidos aspártico e glutâmico, K, e 
Kj são K t K r , enquanto para arginina, histidina e lisina esses 
valores são K R e K 2 . 

O p/í do ácido acético (4,76), que é típico de ácidos alifá- 
ticos monocarboxílicos, é aproximadamente 2,4 unidades de 
pH maior que o p K x de seu a-aminoácido derivado, a glicina. 
Essa grande diferença nos valores de p K do mesmo grupo 
funcional é causada, conforme discutido na Seção 2.2C, pela 
influência eletrostática do grupo amino carregado positiva- 
mente da glicina, ou seja, seu grupo -NH ? ajuda a repelir o 
próton de seu grupo COOH. Da mesma forma, o grupo car- 
boxílico da glicina aumenta a basicidade de seu grupo amino 
(p K 2 - 9,78), em comparação com o metiléster da glicina (p K 
- 7,75). Já os grupos -NH) da glicina e de seus ésteres são 
significativamente mais ácidos que as aminas alifáticas (p K 
~ 10,7) devido ao caráter atrator de densidade eletrônica do 
grupo carboxílico. 

A influência eletrônica de um grupo funcional sobre ou- 
tro é rapidamente atenuada à medida que a distância entre 
os grupos aumenta. Desse modo, os valores de p/í dos gru- 
pos a-carboxílicos dos aminoácidos e as carboxilas das ca- 
deias laterais dos ácidos aspártico e glutâmico formam uma 
série que é progressivamente mais próxima dos valores de 
p/í de um ácido monocarboxílico alifático. Do mesmo modo, 
a constante de ionização do grupo amino da cadeia lateral da 
lisina é indistinguível daquela de uma amina alifática. 

a. Proteínas apresentam curvas de titulação complexas 
As curvas de titulação dos a-aminoácidos com cadeias late- 
rais ionizáveis, como aquela do ácido glutâmico, mostram 
os três esperados valores de p/í. As curvas de titulação de 
polipeptídeos e proteínas, entretanto, um exemplo das quais 
é mostrado na Figura 4.7, raramente fornecem qualquer in- 
dicação de valores individuais de p K, devido ao grande nú- 
mero de grupos ionizáveis que representa (geralmente 30% 
das cadeias laterais dos aminoácidos de uma proteína são 
ionizáveis; Tabela 4.1). Além disso, a estrutura co valente e 
tridimensional de uma proteína pode fazer o p K de cada gru- 
po ionizável ser deslocado em até diversas unidades de pH 
a partir de seu valor no a-aminoácido livre, em resultado da 
influência eletrostática de grupos carregados na vizinhança, 
efeitos do meio, em razão de grupos próximos com baixas 
constantes dielétricas e dos efeitos de associações por liga- 
ções de hidrogênio. A curva de titulação de uma proteína 
também é função da concentração de sal, como mostrado na 
Fig. 4.7, pois os íons do sal atuam eletrostaticamente, prote- 
gendo as cadeias laterais carregadas umas das outras, assim 
atenuando essas interações entre cargas. 

E. Algumas palavras sobre a nomenclatura 

As abreviaturas de três letras para os 20 resíduos de amino á- 
cidos são dadas na Tabela 4.1. Vale a pena memorizar esses 
símbolos, pois são amplamente utilizados em toda a literatu- 
ra bioquímica, incluindo este texto. Essas abreviaturas são, 
na maioria dos casos, retiradas das primeiras três letras do 
nome do amino ácido correspondente; na conversação, são 
pronunciadas como são lidas. 
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FIGURA 4.7 Curvas de titulação da enzima ribonudease À a 

25° C. A concentração de KC1 é 0,01 M para a curva azul, 0,03 
M para a curva vermelha e 0,15 M para a curva verde. (Obtido de 
Tanford, C. e Hauenstein, J.D.,7. Am. Chem. Soc. 78, 5287 [1956].) 

O símbolo Glx significa Glu ou Gin e, do mesmo modo, 
Asx significa Asp ou Asn. Esses símbolos ambíguos origi- 
nam-se da experiência em laboratório: Asn e Gin são facil- 
mente hidrolisadas a ácido aspártico e ácido glutâmico, res- 
pectivamente, nas condições ácidas ou básicas normalmente 
utilizadas para removê-las das proteínas. Assim, sem precau- 
ções especiais, não se pode determinar se um Glu detectado 
era originalmente um Glu ou uma Gin, da mesma forma para 
Asp e Asn. 

Os símbolos de uma letra para os amino ácidos também 
são fornecidos na Tabela 4.1. Esse código mais compacto é 
frequentemente utilizado quando se comparam as sequên- 
cias de amino ácidos de diversas proteínas semelhantes e, 
portanto, também deve ser memorizado. Observe que os 
símbolos de uma letra são, normalmente, a primeira letra do 
nome do resíduo de aminoácido. Para aqueles grupos de re- 
síduos que possuem a mesma primeira letra, no entanto, essa 
regra vale apenas para o resíduo mais abundante do grupo. 

Resíduos de amino ácidos em polipeptídeos são desig- 
nados retirando-se o sufixo -ina do nome do aminoácido e 
acrescentando o sufixo -il. Cadeias polipeptídicas são des- 
critas começando-se pelo terminal amino (conhecido como 
N-terminal) e designando sequencialmente cada resíduo até 
o terminal carboxila (o C-tcrminal). O resíduo de aminoáci- 
do no C-terminal recebe o nome do aminoácido livre. Assim, 
o composto mostrado na Fig. 4.8 é o alaniltirosilaspartilglici- 
na. Naturalmente, tais nomes para cadeias polipeptídicas de 
mais de uns poucos resíduos são extremamente complicados 
para se utilizar. O uso das abreviaturas para resíduos de ami- 
no ácidos resolve parcialmente esse problema. Dessa forma, 
o tetrapeptídeo citado anteriormente é Ala-Tyr-Asp-Gly se 
forem utilizadas as abreviaturas de três letras e AYDG se 
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H 3 N — C — C — N — C — C — N — C — C — N — C — COCT 

HO HO HO H 
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FIGURA 4.8 O tetrapeptídeo Ala-Tyr-Asp-Gly. 

forem utilizados os símbolos de uma letra. Observe que essas 
abreviaturas são sempre escritas de forma que a extremidade 
N-terminal da cadeia do polipeptídeo esteja para a esquerda 
e a extremidade C-terminal esteja para a direita. 

Os vários átomos que não sejam o hidrogênio das cadeias 
laterais dos aminoácidos são frequentemente designados em 
sequência, com letras do alfabeto grego (a, p, y, S, e, £, tj, 
...), começando com o átomo de carbono adjacente ao gru- 
po carbonila da ligação peptídica (o átomo CJ. Assim, como 
indica a Fig. 4.9, o Glu apresenta um grupo y-carboxüico e a 
Lys apresenta um grupo Ç-amino (alternativamente conhe- 
cido como e- amino, pois o átomo de N é substituinte do Cj. 
Infelizmente, esse sistema de marcação é ambíguo para di- 
versos aminoácidos. Em consequência, a numeração padrão 
planej ada para moléculas orgânicas também é utilizada. Esta 
numeração está indicada na T abela 4. 1 para cadeias laterais 
heterocíclicas. 

2 ATIVIDADE ÓPTICA 

Os aminoácidos isolados das proteínas por meio de hidrólise 
branda são, com exceção da glicina, todos opticamente ati- 
vos, ou seja, causam uma rotação no plano da luz polarizada 
(ver a seguir). 

Moléculas opticamente ativas apresentam uma assime- 
tria, de tal forma que não se sobrepõem a suas imagens no 
espelho, da mesma forma que a mão esquerda não pode se 
sobrepor a sua imagem especular, a mão direita. Essa situa- 
ção é característica de substâncias que contenham átomos 
de carbono tetraédrico com quatro diferentes substituintes. 
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FIGURA 4.9 Esquema utilizando letras gregas, usado para 
identificar os átomos nos grupos R glutamil e lisil. 
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FIGURA 4.10 Os dois enantiômeros do fhiorodorobromome- 
tano. Os quatro substituintes estão arranjados formando um 
tetraedro ao redor do átomo central, com as linhas pontilhadas 
indicando que um substituinte situa-se atrás do plano do papel, 
a linha triangular indicando que ele situa-se acima do plano do 
papel e uma linha fina indicando que ele se situa no plano do 
papel. O plano do espelho relacionando os dois enantiômeros 
está representado por uma linha tracejada vertical. 


As duas moléculas desse tipo mostradas na Fig. 4.10 não são 
sobreponíveis, pois são imagens especulares uma da outra. 
Os átomos centrais de tais constelações atômicas são conhe- 
cidos como centros assimétricos ou centros quirais e diz-se 
que têm a propriedade de quiralidade (do grego: cheir, mão). 
Os átomos C a de todos os aminoácidos, com a exceção da gli- 
cina, são centros assimétricos. A glicina, que apresenta dois 
átomos de H substituintes em seu átomo C o , é sobreponível 
a sua imagem especular e não é, portanto, opticamente ativa. 

Moléculas que são imagens especulares não sobreponíveis 
são conhecidas como enantiômeros uma da outra. Moléculas 
enantiômeras são física e quimicamente indistinguíveis pela 
maior parte das técnicas. Apenas quando verificadas assime- 
tricamente, por exemplo, por luz polarizada ou por reagentes 
que também contêm centros quirais, podem essas moléculas ser 
distinguíveis e/ou diferentemente manipuladas. 

Há três sistemas de nomenclatura comumente utilizados, 
por meio dos quais um determinado estereoisômero de uma 
molécula opticamente ativa pode ser classificado. Esses siste- 
mas são explicados nas seções seguintes. 

A. l/ma classificação operacional 

Moléculas são classificadas como dextrorrotatórias (do gre- 
go: dexter, direita) ou levorrotatórias (do grego: laevus, es- 


querda), dependendo do lado para o qual causam uma ro- 
tação no plano da luz polarizada, no sentido horário ou no 
sentido contrário, do ponto de vista do observador. Isso pode 
ser determinado por um instrumento conhecido como pola- 
rímetro (Fig. 4.11). Uma medida quantitativa da atividade 
óptica da molécula é conhecida como sua rotação especifica: 




rotação observada (graus) 


comprimento 
do caminho 
óptico (dm) 



concentração 
(g * cm 3 ) 



onde o sobrescrito 25 se refere à temperatura na qual medidas 
no polarímetro são normalmente realizadas (25°C) e o subes- 
crito D indica a luz monocromática que é tradicionalmente em- 
pregada em polarimetria, a assim chamada linha D do espectro 
do sódio (589,3 nm). Moléculas dextrorrotatórias e levorrota- 
tórias apresentam valores de [a]^ com sinais positivos e nega- 
tivos. Assim, moléculas dextrorrotatórias são designadas pelo 
prefixo (+) e seus enantiômeros levorrotatórios apresentam o 
prefixo ( - ) . Em uma nomenclatura equivalente, embora arcai- 
ca, são utilizadas as letras minúsculas d ( dextro ) e / (levo). 

O sinal e a magnitude da rotação específica de uma molé- 
cula dependem, de forma complicada e ainda mal entendida, 
da estrutura da molécula. Ainda não é possível predizer com 
confiança a magnitude ou mesmo o sinal da rotação específica 
de uma dada molécula. Por exemplo, os aminoácidos prolina, 
leucina e arginina, quando isolados das proteínas, apresentam, 
em soluções aquosas puras, rotações específicas de -86,2°, 
-10,4° e +12,5°, respectivamente. Seus enantiômeros apre- 
sentam valores de [a]h da mesma magnitude, mas de sinais 
opostos. Como se poderia esperar da natureza acidobásica dos 
aminoácidos, esses valores variam com o pH da solução. 

Um problema com esse sistema de classificação opera- 
cional para isômeros ópticos é que ele não fornece, presen- 
temente, uma indicação interpretável da configuração abso- 
luta (arranjo espacial) dos grupos químicos ao redor de um 
centro quiral. Além disso, uma molécula com mais de um 
centro assimétrico pode apresentar uma rotação óptica não 
relacionada de maneira óbvia com os poderes rotatórios dos 
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FIGURA 4.11 Diagrama esquemático de um polarímetro. Este aparelho é utilizado para medir a rotação óptica. 
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centros assimétricos individuais. Por essa razão, o sistema de 
classificação relativa que se segue é mais útil. 

B. A convenção de Fischer 

Nesse sistema, a configuração dos grupos ao redor de um 
centro assimétrico é relacionada com aquela do gliceral- 
deído, uma molécula com um centro assimétrico. Por uma 
convenção, introduzida por Fischer em 1891, os estereoisô- 
meros ( +) e (-) do gliceraldeído são designados D-glice- 
raldeído e l~ gliceraldeído, respectivamente (observe a uti- 
lização de letras em caixa alta). Sabendo que havia apenas 
50% de chance de estar correto, Fischer presumiu que as 
configurações dessas moléculas eram aquelas mostradas na 
Fig. 4.12. Fischer também propôs um conveniente sistema 
de representação utilizando símbolos para essas moléculas, 
conhecido como projeções de Fischer, que também são mos- 
trados na Fig. 4.12. Pela convenção de Fischer, ligações hori- 
zontais estendem-se para cima do plano do papel e ligações 
verticais estendem-se para baixo do plano do papel, como 
está explicitamente indicado nas fórmulas geométricas que 
acompanham essas representações. 

A configuração dos grupos ao redor de um centro quiral 
pode ser relacionada àquela do gliceraldeído, convertendo-se 
quimicamente esses grupos àqueles do gliceraldeído, utilizan- 
do-se reações de estereoquímica conhecida. Para os ct-amino- 
ácidos, o arranjo dos grupos amino, carboxila, R e H ao redor 
do átomo de C está relacionado àquele dos grupos hidroxila, 
aldeído, CH 2 OH e H do gliceraldeído, respectivamente. Dessa 
forma, o L-gliceraldeído e os L-ct-aminoácidos têm as mesmas 
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FIGURA 4.12 Configurações para a designação dos enantiôme- 
ros do gliceraldeído de acordo com a convenção de Fischer. Os 

enantiômeros do gliceraldeído são representados por fórmulas 
geométricas (parte superior ) e suas fórmulas com as projeções 
de Fischer correspondentes (parte inferior). Observe que, nas 
projeções de Fischer, todas as ligações horizontais apontam para 
cima do plano da página e todas as ligações verticais apontam 
para baixo da página. Os planos dos espelhos relacionando os 
enantiômeros estão representados por uma linha vertical traceja- 
da. (As fórmulas de projeção de Fischer, como tradicionalmente 
apresentadas, omitem o C central simbolizando o átomo de car- 
bono quiral. As fórmulas de projeção de Fischer neste texto, no 
entanto, normalmente apresentarão um C central.) 
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FIGURA 4.13 Configurações do L-gliceraldeído e de 
L-a-aminoácidos. 


configurações relativas (Fig. 4.13). Pela utilização desse méto- 
do, as configurações dos a-aminoácidos podem ser descritas 
sem referências às suas rotações específicas. 

Todos os a-aminoácidos originários das proteínas apre- 
sentam configuração estereoquímica L, ou seja, todos eles 
apresentam a mesma configuração relativa ao redor de seus 
átomos de C K . Em 1949, foi demonstrada por uma técnica en- 
tão nova de cristalografia por raios X que a escolha arbitrária 
de Fischer estava correta: a designação da configuração rela- 
tiva dos centros quirais é a mesma que sua configuração abso- 
luta. A configuração absoluta dos resíduos de L-a-aminoáci- 
dos pode ser facilmente lembrada pelo mnemónico “ CORN ”, 
que está diagramado na Fig. 4.14. 

a. Diastereoisômeros são química e Fisicamente distintos 
Uma molécula pode apresentar múltiplos centros assimétri- 
cos. Para essas moléculas, os termos estereoisômeros e isô- 
meros ópticos se referem às moléculas com diferentes confi- 
gurações ao redor de pelo menos um de seus centros quirais, 
mas que, no mais, são idênticas. O termo enantiômero refe- 
re-se a uma molécula que seja a imagem especular de outra 
molécula que esteja sendo considerada, ou seja, diferente 
em todos os seus centros quirais. Uma vez que cada centro 
assimétrico, em uma molécula quiral, pode apresentar duas 
configurações possíveis, uma molécula com n centros qui- 
rais apresenta 2 n diferentes estereoisômeros possíveis e 2" _1 
pares de enantiômeros. Treonina e isoleucina apresentam 
dois centros quirais cada uma e, portanto, 2 2 = 4 estereoisô- 
meros possíveis. As formas da treonina e da isoleucina que 
são isoladas das proteínas, que são, por convenção, desig- 
nadas formas l, estão indicadas na Tabela 4.1. As imagens 
especulares das formas l são as formas d. Seus outros dois 
isômeros ópticos são diastereoisômeros (ou formas alto) das 



FIGURA 4.14 Mnemónico “CORN" para a configuração 
de L-aminoácidos. Observando-se o átomo de C u a partir do 
átomo de H, seu substituinte, os outros substituintes devem ser 
lidos CO-R-N seguindo o sentido horário, conforme mostrado. 
Aqui, CO , R e N representam, respectivamente, o grupo car- 
boxil, a cadeia lateral e a principal cadeia contendo o átomo 
de N. (Obtido de Richardson, J.S., Adv. Protein Chem. 34, 171 
[1981].) 
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FIGURA 4.15 Projeções de Fischer para os quatro eslereoi- 
sômeros da treonina. As formas d e l são imagens especulares, 
assim como as formas d -alio e l -alio. d- e L-treonina são díaste- 
reoisômeros de ambas, d -alio- e L-ú//o-treonina. 


formas enantiômeras d e l. As configurações relativas dos 
quatro estereoisômeros da treonina estão representados na 
Fig. 4.15. Observe os seguintes pontos: 


C. 0 sistema Cahn-Ingold-Prelog 

Apesar de sua utilidade, o esquema de Fischer é complica- 
do e frequentemente ambíguo para moléculas com mais de 
um centro assimétrico. Por essa razão, o esquema a seguir 
de nomenclatura absoluta foi formulado em 1956 por Robert 
Cahn, Christopher Ingold e Vladimir Prelog. Nesse esquema, 
os quatro grupos que cercam um centro quiral são ordenados 
de acordo com um esquema específico, embora arbitrário, de 
prioridades: átomos de maior número atômico ligados a um 
centro quiral são ordenados acima daqueles de menor número 
atômico. Por exemplo, o átomo de oxigênio de um grupo OH 
precede o átomo de carbono de um grupo CH 3 que está liga- 
do ao mesmo átomo de carbono quiral. Se entre os primeiros 
átomos substituintes houver alguns do mesmo elemento, a 
prioridade desses grupos é estabelecida pelos números atô- 
micos dos segundos, terceiros, etc., átomos, a partir do cen- 
tro assimétrico. Desse modo, um grupo CH 2 OH precede um 
grupo CH 3 . Há ainda outras regras (que são dadas nas refe- 
rências e em muitos livros-texto de química orgânica) para a 
determinação da prioridade em substituintes com múltiplas 
ligações ou diferentes isótopos. A ordem de prioridade para 
alguns grupos funcionais comuns é 

SH > OH > NH 2 > CO OH > CHO 

> CH 2 OH > C 6 H 5 > CH 3 > 2 H > *H 


1. As formas d -alio e l -alio são imagens especulares uma 
da outra, assim como as formas d e l. Nenhuma das formas 
alio está simetricamente relacionada a quaisquer das formas 
d ou L. 

2. Ao contrário do que ocorre para pares de enantiômeros, 
diastereoisômeros são quimicamente e fisicamente distinguí- 
veis um do outro por meio de avaliações simples, como pon- 
tos de fusão, espectro e re atividade química, ou seja, eles são 
compostos realmente diferentes, no sentido comum. 

Um caso especial de diastereoisomeria ocorre quando os 
dois centros assimétricos são quimicamente idênticos. Duas 
das quatro projeções de Fischer, do tipo mostrado na Fig. 
4.15, representam então a mesma molécula. Isso ocorre por- 
que os dois centros assimétricos nessa molécula são imagens 
especulares um do outro. Tal molécula é sobreponível à sua 
imagem especular e é, portanto, opticamente inativa. Essa 
forma, denominada forma meso, é dita internamente com- 
pensada. Os três isômeros ópticos da cistina são mostrados 
na Fig. 4.16, onde se pode observar que os isômeros d e l 
são imagens especulares um do outro. Apenas a L-cistina está 
presente nas proteínas. 


Observe que cada um dos grupos substituintes de um centro 
quiral deve possuir uma ordem de prioridade distinta, ou o 
centro não poderia ser assimétrico. 

Os grupos priorizados são designados pelas letras W, X, 
Y, Z, de tal modo que a ordem de prioridade é W > X > Y 
> Z. Para estabelecer a configuração do centro quiral, ele é 
visto a partir do centro assimétrico em direção ao grupo Z 
(de menor prioridade). Se a ordem dos grupos W — » X — ► Y, 
considerada neste sentido, segue no sentido horário, então a 
configuração do centro assimétrico é designada (R) (do latim: 
rectus, direito). Se a ordem deW—*X—>Y seguir no sentido 
anti-horário, o centro assimétrico é designado (S) (do latim: 
sinister, esquerdo). O L-gliceraldeído é, portanto, designado 
(S)-gliceraldeído (Fig. 4.17) e, da mesma forma, a L-alanina 
é a (5)-alanina (Fig. 4.18). De fato, todos os L-amino ácidos 
obtidos das proteínas são (5)-aminoácidos, com exceção da 
L-cisteína, que é (R)-cisteína. 

Uma grande vantagem do chamado sistema de Cahn- 
-ingold-Prelog ou sistema (RS) é que as quiralidades dos 
compostos com múltiplos centros assimétricos podem ser 
descritas sem ambiguidade. Assim, no sistema (-RS), a l- tre- 
onina é (25, 3R) -treonina, enquanto a L-isoleucina é (25,35)- 
-isoleucina (Fig. 4.19). 
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FIGURA 4.16 Os três estereoisômeros da cistina. As formas d e l estão relacionadas por simetria especular, enquanto a forma 
meso possui simetria especular interna e, portanto, não apresenta atividade óptica. 
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FIGURA 4.17 Fórmula estrutural do L-gliceraldeído. Sua 

representação equivalente pelo sistema (RS) indica que é o 
(S)-gliceraldeído. No último desenho, o átomo C quiral está 
representado pelo círculo maior e o átomo H, que se localiza 
atrás do plano do papel, está representado pelo círculo traceja- 
do concêntrico, menor. 
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FIGURA 4.20 Vistas do etanol. (a) Observe que H a e H à , 
embora quimicamente idênticos, são distinguíveis: girando- 
-se a molécula 180° sobre o eixo vertical de modo a sobrepor 
esses dois átomos de hidrogênio não será produzida uma vista 
indistinguível da molécula, pois a rotação também modifica as 
posições dos grupos quimicamente diferentes OH e CH 3 . (b) 
Olhando-se de Cl para H a , observa-se o átomo de hidrogênio 
pró-S (círculo pontilhado), (c) Olhando-se de Cl para H ft , 
observa-se o átomo de hidrogênio pró-R 


FIGURA 4.18 Fórmula estrutural da L-alanina. Sua represen- 
tação equivalente pelo sistema (RS) indica que é a (S)-alanina. 



(2S,3K )-Treonina 
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FIGURA 4.19 Diagramas com projeções de Newman dos 
estereoisômeros da treonina e da isoleucina derivadas das 
proteínas. Nesta representação, a ligação C a - C„ é observada 
perpendicularmente ao papel. O átomo mais próximo, C,., é re- 
presentado pela confluência das três ligações de seus substituin- 
tes, enquanto o átomo mais distante, C^, é representado por um 
círculo a partir do qual seus três substituintes se projetam. 


a. Centros pró-quirais apresentam substituintes distinguíveis 
Dois substituintes quimicamente idênticos para um centro 
tetraédrico que, não fosse por esses substituintes, seria quiral 
são geometricamente distintos', ou sej a, o centro não apresen- 
ta simetria rotacional, de forma que é possível determinar, 
sem ambiguidade, seus lados esquerdo e direito. Considere, 
por exemplo, os substituintes para o átomo Cl do etanol o 
grupo CH 2 ; Fig. 4.20o). Se um dos átomos de H fosse conver- 
tido em outro grupo (que não fosse CH 3 ou OH), Cl seria 
um centro quiral. Diz-se, então, que os dois átomos de H são 
pró-quirais. Se arbitrariamente se designassem os dois áto- 
mos de H com os subscritos a e b (Fig. 4.20), então H h é dito 
pró-R pois, ao se observar a partir de Cl em direção a H a 
(como se ele fosse o grupo Z de um centro quiral), a ordem 
de prioridade dos outros substituintes diminui no sentido 
horário (Fig. 4.206). Pelo mesmo raciocínio, H a é dito pró-S 
(Fig. 4.20c). 


Objetos planares, sem simetria rotacional, também 
apresentam a propriedade de pró-quiralidade. Por exem- 
plo, em muitas reações enzimáticas, adição estereoespe- 
cífica a um átomo de carbono trigonal ocorre em um de- 
terminado lado daquele átomo de carbono, para produzir 
um centro quiral (Seção 13.2A). Se um carbono trigonal 
está em frente ao observador de tal modo que a ordem de 
prioridade de seus substituintes diminui no sentido horário 
(Fig. 4.21a), esta face da molécula é designada face re (de 
rectus ). A face oposta é designada face si (de sinister), uma 
vez que as prioridades de seus substituintes diminuem no 
sentido anti-horário (Fig. 4.216). Uma comparação entre 
as Figs. 4.206 e 4.21a indica que um átomo de H adiciona- 
do ao lado re do átomo Cl do acetaldeído ocupa a posição 
pró-R do centro tetraédrico resultante. Ao contrário, um 
átomo de H pró-S é gerado por uma adição ao lado si deste 
centro trigonal (Figs. 4.20c e 4.216). 

Compostos proximamente relacionados que apresentam 
a mesma representação de configuração na convenção dl de 
Fischer podem apresentar representações diferentes no sis- 
tema (RS). Consequentemente, será usada a convenção de 
Fischer na maioria dos casos. O sistema (RS), entretanto, é 
indispensável para descrever pró-quiralidade e reações este- 
reoespecíficas, de forma que será extremamente valioso para 
a descrição de reações enzimáticas. 



FIGURA 4.21 Vistas do acetaldeído. (a) Sua face re e (6) sua 
face si. 
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D. Qu ira lida de e bioquímica 

A síntese química normal de moléculas quirais produz mistu- 
ras racêmicas dessas moléculas (iguais quantidades de cada 
membro de um par de enantiômeros), pois processos quími- 
cos e físicos usuais não apresentam viéses estereoquímicos. 
Consequentemente, há iguais probabilidades de um centro 
assimétrico d ou l ser produzido por esses processos. A fim 
de obter um produto com atividade óptica, um processo qui- 
ral deve ser utilizado. Isso normalmente ocorre com a utiliza- 
ção de reagentes quirais, embora, pelo menos em princípio, o 
uso de qualquer influência assimétrica, como luz polarizada 
em uma direção, possa produzir uma assimetria no produto 
de uma reação. 

Uma das características mais marcantes da vida é sua 
produção de moléculas opticamente ativas. A biossíntese de 
uma substância que possui centros assimétricos quase inva- 
riavelmente produz um estereoisômero puro. O fato de que 
os resíduos de aminoácidos das proteínas apresentam todos 
a configuração l é apenas um exemplo desse fenômeno. 
Essa observação levou à sugestão de que um simples teste 
diagnóstico para a existência passada ou presente de vida 
extraterrestre, sej a em rochas lunares ou em meteoritos que 
tenham caído sobre a Terra, poderia ser a detecção de ativi- 
dade óptica líquida nesses materiais. Um tal achado sugeri- 
ria que moléculas assimétricas assim detectadas teriam sido 
produzidas biossinteticamente. Desse modo, embora a-ami- 
noácidos tenham sido extraídos de meteoritos carbonáceos, 
a observação de que eles aparecem em misturas racêmicas 
sugere que eles sej am de origem química e não biológica. 

Um dos enigmas a respeito da origem da vida considera 
a razão pela qual a vida extraterrestre seria baseada em cer- 
tas moléculas quirais e não em seus enantiômeros, ou seja, 
em L-aminoácidos, por exemplo, e não em D-aminoácidos. 
Argumentos de que efeitos físicos, como luz polarizada, po- 
deriam ter promovido significante assimetria em moléculas 
prebioticamente sintetizadas (Seção 1.5B) não são convin- 
centes. Talvez formas de vida baseadas em L-aminoácidos te- 
nham surgido ao acaso, e simplesmente “comido” quaisquer 
formas de vida baseadas em D-aminoácidos. 

A importância da estereoquímica em organismos vivos 
é também considerada pela indústria farmacêutica. Muitos 
fármacos são sintetizados quimicamente como misturas ra- 
cêmicas, embora apenas um enantiômero tenha atividade 
biológica. Na maioria dos casos, o enantiômero oposto é 
biologicamente inerte e é então empacotado com sua con- 
traparte ativa. Isso é verdade, por exemplo, para o anti- 
-inflamatório amplamente empregado, o ibuprofeno, que 
possui apenas um enantiômero fisiologicamente ativo (Fig. 
4.22). Ocasionalmente, o enantiômero inativo de um fárma- 
co útil produz efeitos nocivos e deve, portanto, ser eliminado 
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HGURA 4.22 Ibuprofeno. Apenas o enantiômero apresenta 
ação anti-inflamatória. O carbono quiral está em vermelho. 
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Talidomida 

FIGURA 4.23 Talidomida. Esse fármaco foi amplamente 
utilizado na Europa como um sedativo moderado no início da 
década de 1960. Seu enantiômero inativo (não mostrado), que 
estava presente em iguais quantidades nas formulações utiliza- 
das, causa graves defeitos teratogênicos em humanos, quando 
ingerido no primeiro trimestre da gestação. A talidomida era 
frequentemente prescrita para aliviar nauseas (enjoos), comuns 
durante esse período. 


da mistura racêmica. O exemplo mais marcante dessa situa- 
ção é o fármaco talidomida (Fig. 4.23), um sedativo brando, 
cujo enantiômero “inativo” causa graves defeitos no feto. 
Parcialmente devido a problemas imprevistos causados por 
enantiômeros “inativos “ de fármacos, a síntese orgânica qui- 
ral tem se tornado uma área ativa da química médica. 


3 AMINOÁCIDOS “NÃO PADRÃO” 

Os 20 aminoácidos comuns não são, de forma alguma, os únicos 
aminoácidos que ocorrem em sistemas biológicos. Resíduos de 
aminoácidos “não padrão” são frequentemente constituintes 
importantes de proteínas e polipeptídeos biologicamente ati- 
vos. Muitos aminoácidos, entretanto, não são constituintes das 
proteínas. Juntamente com seus derivados, eles desempenham 
uma série de papéis biologicamente importantes. 

A. Derivados de aminoácidos nas proteínas 

O código genético “universal”, que é aproximadamen- 
te idêntico em todas as formas de vida conhecidas (Seção 
5.4Bb), especifica apenas os 20 aminoácidos “padrão” da 
Tabela 4.1. Ainda assim, muitos outros aminoácidos, uma 
seleção dos quais é apresentada na Fig. 4.24, são compo- 
nentes de certas proteínas. Em todos os casos conhecidos, 
com duas únicas exceções (Seção 32.2De), entretanto, esses 
aminoácidos incomuns resultam de modificações específi- 
cas em um resíduo de aminoácido, após a síntese da cadeia 
polipeptídica. Entre os mais proeminentes desses resíduos 
modificados de aminoácidos estão a 4-hidroxiprolina e a 
5-hidroxilisina, ambos importantes constituintes estruturais 
da proteína fibrosa colágeno, a mais abundante proteína 
nos mamíferos (Seção 8.2B). Aminoácidos de proteínas 
que formam complexos com ácidos nucleicos são frequen- 
temente modificados. Por exemplo, as proteínas cromosso- 
mais conhecidas como histonas podem apresentar-se com 
metilações, acetilações e/ou fosforilações em resíduos espe- 
cíficos de Lys, Arg e Ser (Seção 34.3Baa). Diversos desses 
resíduos de aminoácidos modificados são apresentados na 
Fig. 4.24. A A-formilmetionma é, inicialmente, o resíduo 
N-terminal de todas as proteínas procarióticas, mas normal- 
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FIGURA 4.24 Alguns resíduos incomuns de amiuoáddos que são componentes de certas proteínas. Todos esses resíduos são 
modificações obtidas a partir de um dos 20 aminoácidos “padrão”, após a biossíntese da cadeia polipeptídica. Aqueles resíduos de 
aminoácidos que são modificados em suas posições N lt ocorrem na porção N-terminal das proteínas. 


mente é removido como parte do processo de maturação 
das proteínas (Seção 32.3Ca). O ácido y-carboxiglutâmico é 
um constituinte de diversas proteínas envolvidas no proces- 
so de coagulação do sangue (Seção 35.1Ba). Observe que, 
na maioria dos casos, essas modificações são importantes, 
se não essenciais, para a função da proteína. 

Resíduos de d - aminoácidos são componentes de muitos 
polipeptídeos de bactérias relativamente pequenos (com me- 
nos de 20 resíduos de aminoácidos), que são sintetizados en- 
zimaticamente em vez de serem sintetizados via ribossomos. 
Esses polipeptídeos são talvez mais amplamente distribuídos 
como constituintes de paredes celulares das bactérias (Seção 
11.3Ba), nas quais a presença de D-aminoácidos confere me- 
nor suscetibilidade ao ataque por peptidases (enzimas que 
hidrolisam ligações peptídicas), que muitos organismos uti- 
lizam para digerir paredes celulares de bactérias. Da mesma 
forma, D-aminoácidos são componentes de muitos peptídeos 
produzidos por bactérias e que funcionam como antibióticos, 
incluindo a valinomicina, a gramicidina A (Seção 20.2C) e a 
actinomicina D (Seção 31.2Cc). Resíduos de D-aminoácidos 
são também componentes funcionalmente essenciais de di- 
versos polipeptídeos sintetizados nos ribossomos, tanto de 


origem procariótica quanto eucariótica. Esses resíduos de 
D-aminoácidos são produzidos após a tradução, provavel- 
mente por inversão, mediada por enzimas, de resíduos de l- 
-aminoácidos preexistentes. 

B. Funções especializadas dos aminoácidos 

Além de seu papel nas proteínas, os aminoácidos e seus deri- 
vados desempenham muitas funções biológicas importantes. 
Uns poucos exemplos dessas substâncias são mostrados na 
Fig. 4.25. Essa utilização alternativa de aminoácidos é um 
exemplo do oportunismo biológico que será encontrado re- 
petidamente: a natureza tende a adaptar materiais e processos 
já existentes para novas funções. 

Aminoácidos e seus derivados funcionam frequentemente 
como mensageiros químicos para a comunicação entre célu- 
las. Por exemplo, a glicina, o ácido y-aminobutírico (GABA; 
um produto da descarboxilação do glutamato) e a dopamina 
(um derivado da tirosina) são neuro transmissores (substâncias 
liberadas pelos neurônios que alteram o comportamento das 
células vizinhas; Seção 20.5C); a histamina (produto da des- 
carboxilação da histidina) é um potente mediador local em 
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FIGURA 4.25 Alguns derivados produzidos biologicamente a partir de aminoáddos “padrão” e alguns aminoácidos que não são 
componentes de proteínas. 


reações alérgicas; e a tiroxina (um derivado da tirosina) é um 
hormônio tireóideo, que contém iodo e que geralmente esti- 
mula o metabolismo em vertebrados (Seção 19. 1D). 

Certos aminoácidos são importantes intermediários 
em vários processos metabólicos. Entre eles, pode-se ci- 
tar a citrulina e a ornitina, intermediários na biossíntese 
da ureia (Seção 26. 2B), a homocisteína, um intermediá- 
rio do metabolismo dos aminoácidos (Seção 26.3Ea) e a 
S-adenosilmetionina, um reagente biológico para metilações 
(Seção 26,3Ea). 


É notável a diversidade na natureza. Mais de 700 ami- 
noácidos já foram encontrados em várias plantas, fungos e 
bactérias, a maioria deles ct-aminoácidos. Na maior parte dos 
casos, seu papel biológico é desconhecido, embora o fato de 
muitos serem tóxicos possa sugerir que tenham uma função 
de proteção. De fato, alguns deles, como a azasserina, são an- 
tibióticos úteis na medicina. Muitos desses aminoácidos são 
simples derivados dos 20 aminoácidos “padrão”, embora al- 
guns deles, como a azasserina e a (3-cianoalanina (Fig. 4.25), 
tenham estruturas incomuns. 


RESUMO DO CAPÍTULO 


1. Os aminoácidos das proteínas Proteínas são polímeros linea- 
res, sintetizados a partir dos mesmos 20 a-aminoácidos “padrão” 
por meio de reações de condensação, para formar ligações peptídi- 
cas. Todos esses aminoácidos apresentam um grupo carboxila, com 
um pK de aproximadamente 2,2, e um substituinte amino com um 
pK ao redor de 9,4, ligado ao mesmo átomo de carbono, o átomo C H . 
Na faixa fisiológica de pH, os a-aminoácidos são compostos zwitte- 
riônicos, + H 3 N — CHR - COO - . Os vários aminoácidos são normal- 
mente classificados de acordo com as polaridades de suas cadeias 
laterais, R, as quais são substituintes do átomo C. Glicina, alanina, 
valina, leucina, isoleucina, metionina, prolina (que é, na verdade, 
um aminoácido secundário), fenilalanina e triptofano são aminoá- 
cidos apoiares; serina, treonina, asparagina, glutamina, tirosina e 
cisteína são aminoácidos polares sem carga elétrica; lisina, arginina, 
histidina, ácido aspártico e ácido glutâmico são a m i n oácidos polares 
com carga. As cadeias laterais de muitos desses aminoácidos apre- 
sentam grupos acidobásicos e, dessa forma, as propriedades das pro- 
teínas contendo esses aminoácidos são dependentes do pH. 

2. Atividade óptica Os átomos C u de todos os a-aminoácidos, 
com exceção da glicina, apresentam quatro substituintes diferentes 


cada um e são, portanto, centros quirais. De acordo com a conven- 
ção de Fischer, que relaciona a configuração do D- ou L-gliceraldeí- 
do com aquela do centro assimétrico de interesse, todos os aminoá- 
cidos das proteínas apresentam configuração L, ou seja, todos eles 
apresentam a mesma configuração absoluta ao redor de seu átomo 
de C a . De acordo com o sistema Cahn-Ingold-Prelog (RS) de no- 
menclatura de centros quirais, eles são, com exceção da cisteína, to- 
dos (5) -aminoácidos. As cadeias laterais da treonina e da isoleucina 
também contêm centros quirais. Um centro pró-quiral não apresen- 
ta simetria rotacional, de modo que seus substituintes, no caso de 
um átomo central, ou suas faces, no caso de uma molécula planar, 
são distintas entre si. 

3. Aminoácidos “não padrão" Outros resíduos de aminoácidos, 
além dos 20 a partir dos quais as proteínas são sintetizadas, tam- 
bém apresentam importantes funções biológicas. Esses resíduos 
“não padrão” resultam de modificações químicas específicas de 
resíduos de aminoácidos em proteínas preexistentes. Aminoácidos 
e seus derivados também apresentam papéis biológicos indepen- 
dentes, como neurotransmissores, intermediários metabólicos e 
venenos. 
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PROBLEMAS 


1. Cite os 20 aminoácidos padrão sem olhar o texto. Dê seus sím- 
bolos de três e de uma letra. Identifique os dois aminoácidos padrão 
que são isômeros e os dois outros que, embora não sejam isômeros, 
apresentam essencialmente a mesma massa molecular em moléculas 
neutras. 

2. Desenhe os seguintes oligopeptídeos em suas formas iônicas 
predominantes em pH 7: (a) Phe-Met-Arg, (b) triptofanil-lisil-ácido 
aspártico e (c) Gln-Üe-His-Thr. 

3. Quantos pentapeptídeos diferentes podem existir que conte- 
nham um resíduo de cada um dos aminoácidos Gly, Asp, Tyr, Cys e 
Leu? 

4 . Desenhe as estruturas dos dois oligopeptídeos seguintes com 
seus resíduos de cisteína estabelecendo ligações cruzadas por meio 
de ligações dissulfeto: Val-Cys, Ser-Cys-Pro. 

*5. Em uma solução 0,1 M de lisina, em pH 4, 7 e 10, quais as con- 
centrações das várias formas iônicas? 

6. Derive a equação 4.1 para um ácido monoamino monocarboxí- 
lico (utiliza a equação de Henderson-Hasselbalch). 

*7. O ponto isoiônico de um composto é definido como o pH de 
uma solução do composto em água pura. Qual o ponto isoiônico de 
uma solução 0,1 M de glicina? 

8, A hemoglobina humana normal apresenta um ponto isoelé- 
trico de 6,87. Uma variedade mutante da hemoglobina, conhecida 
como hemoglobina de células falcifoimes, apresenta um ponto iso- 
elétrico de 7,09. A curva de titulação da hemoglobina indica que, 
nesta faixa de pH, 13 grupos mudam de estado de ionização a cada 
unidade de pH. Calcule a diferença na carga iônica entre as molécu- 
las de hemoglobina normal e de células falciformes. 


9. Indique se os seguintes objetos conhecidos são quirais, pró- 
-quirais ou não quirais. 

(g) Um floco de neve 

(h) Uma escada em espiral 

(i) Um lance normal de esca- 
das 

(j) Um clipe para papel 

(k) Um sapato 

(l) Um par de óculos 

10. Desenhe quatro fórmulas equivalentes para a L-alanina com 
projeções de Fischer (ver Figuras 4.12 e 4.13). 

*11. (a) Desenhe a fórmula estrutural e a fórmula de projeção de 
Fischer do (ó)-3-metil-hexano. (b) Desenhe todos os estereoisôme- 
ros do 2,3-diclorobutano. Nomeie esses isômeros de acordo com o 
sistema (RS) e identifique qual deles apresenta a forma meso. 

12. Identifique e nomeie os centros ou faces pró -quirais das se- 
guintes moléculas: 

(a) Acetona (d) Alanina 

(b) Propeno (e) Lisina 

(c) Glicina (f) 3-Metilpiridina 

13. Escreva a fórmula estrutural predominante do pentapeptídeo 
Thr-Tyr-His-Cys-Lys em pH 12,0. Indique as posições de seus cen- 
tros quirais e seus centros pró-quirais. Para responder essa questão, 
considere os pKs de seus grupos ionizávies como os mesmos que 
aqueles dos aminoácidos livres correspondentes. 


(a) Uma luva 

(b) Uma bola de tênis 

(c) Um bom par de tesouras 

(d) Um parafuso 

(e) Esta página 

(f) Um rolo de papel higiênico 
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1 Nucleotídeos e ácidos nucleicos 

A. Nucleotídeos, nucleosídeos e bases 

B. As estruturas químicas do DNA e do RNA 

2 0 DNA é o portador da informação genética 

A. 0 princípio transformante é o DNA 

B. A molécula hereditária de muitos bacteriófagos é o DNA 

3 DNA de dupla-hélice 

A. A estrutura de Watson-Crick: B-DNA 

B. O DNA é replicado sem i co n se rvativa mente 

C. Desnaturação e renaturação 

D. O tamanho do DNA 

4 Expressão gênica e replicação: Uma visão geral 

A. Síntese de RNA: Transcrição 

B. Síntese de proteínas: Tradução 

C. Replicação do DNA 

5 Clonagem molecular 

A. Endonucleases de restrição 

B. Vetores de clonagem 

C. Manipulação gênica 

D. A identificação de sequências específicas de DNA: 
Southern blotting 

E. Bibliotecas genômicas 

F. A reação em cadeia da polimerase 

G. Produção de proteínas 

H. Organismos transgênicos e terapia gênica 

I. Considerações sociais, éticas e legais 


O conhecimento de como os genes são expressos e como 
podem ser manipulados está se tornando cada vez mais 
importante para o entendimento de praticamente todos 
os aspectos da bioquímica. Consequentemente, embora 
não apresente-se uma discussão detalhada destes proces- 
sos até a Parte V deste livro, resume-se seus princípios 
gerais neste capítulo. Descreve-se as estruturas químicas 
dos ácidos nucleicos, como se conseguiu reconhecer que o 
DNA é o portador da informação genética, a estrutura da 
forma majoritária do DNA e os princípios gerais de como 
a informação nos genes direciona a síntese de RNA e pro- 
teínas (como os genes são expressos) e de como o DNA é 
replicado. O capítulo termina com uma discussão de como 
o DNA é manipulado e expresso experimentalmente, pro- 
cessos que são coletivamente referidos como engenharia 
genética. Esses processos têm revolucionado a prática da 
bioquímica. 


1 NUCLEOTÍDEOS E ÁCIDOS NUCLEICOS 

Nucleotídeos e seus derivados são substâncias biologicamen- 
te ubíquas, que participam de praticamente todos os proces- 
sos bioquímicos: 

1. Elas formam as unidades monoméricas dos ácidos nu- 
cleicos e, assim, desempenham funções centrais tanto na es- 
tocagem como na expressão da informação genética. 

2. Os nucleosídeos trifosfatados, mais evidentemente o tri- 
fosfato de adenosina (ATP, de adenosine triphosphate ) (Seção 

I. 3B), são os produtos finais “ricos em energia” da maioria das 
vias que liberam energia, e as substâncias cuja utilização movi- 
menta a maioria dos processos que requerem energia. 

3. A maior parte das vias metabólicas é regulada, pelo me- 
nos em parte, pelos níveis de nucleotídeos, tais como o ATP 
e o ADP. Além disso, certos nucleotídeos, como será visto, 
funcionam como sinais intracelulares que regulam as ativida- 
des de numerosos processos metabólicos. 

4. Derivados de nucleotídeos, como o dinucleotídeo nicotina- 
mida-adenina (Seção 13. 2A), o dinucleotídeo flavina-adenina 

(Seção 16.2C) e a coenzima A (Seção 21.2), são participantes 
necessários em muitas reações enzimáticas. 

5. Como componentes de ácidos nucleicos que funcionam 
como enzimas, conhecidos como ribozimas, os próprios nu- 
cleotídeos possuem importantes atividades catalíticas. 

A. Nucleotídeos, nuc/eosídeos e bases 

Os nucleotídeos são ésteres de fosfato de um açúcar de cinco 
carbonos ( que é, portanto, conhecido como uma pentose; Seção 

II. 1 A) nos quais uma base nitrogenada está covalentemente li- 
gada ao Cl' do resíduo de açúcar. Em ribonucleotídeos (Fig. 
5.1a), as unidades monoméricas do RNA, a pentose é a D-ri- 
bose, enquanto, em desoxirribonucleotídeos (ou simplesmente 
desoxinucleotídeos; Fig. 5.16), as unidades monoméricas do 
DNA, a pentose é a 2'-desoxi-D-ribose (note que os números 


(a) (b) 



OH OH OH H 


Ribonucleotídeos Desoxirribonucleotídeos 

FIGURA 5.1 Estruturas químicas de (a) ribonucleotídeos e 
(6) desoxirribonucleotídeos. 
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“com apóstrofos” referem-se aos átomos do resíduo da ribose; 
números “sem apóstrofos” referem-se aos átomos da base ni- 
tro gen ada). O grupo fosfato pode estar ligado ao C5' da pen- 
tose, para formar um nucleotídeo-5' (Fig. 5.1), ou ao seu C3', 
para formar um nudeotídeo-3'. Se o grupamento fosfato está 
ausente, o composto é conhecido como nudeosídeo. Um nu- 
cleotídeo-5', por exemplo, pode, portanto, ser referido como 
um nucleosídeo-5'-fosfato. Em todos os nucleotídeos e nucleo- 
sídeos que ocorrem naturalmente, a ligação entre a base nitro- 
genada e o átomo Cl' da pentose (que é chamada de ligação 
glicosídica; Seção ll.lCa) estende-se a partir do mesmo lado 
do anel da ribose, assim como a ligação C4' — C5' (a chamada 
configuração p; Seção 11.1 Ba), em vez de fazer isso pelo lado 
oposto (a configuração a). Note que os grupos fosfato dos nu- 
cleotídeos estão duplamente ionizados em pH fisiológico; ou 
seja, os nucleotídeos são ácidos moderadamente fortes. 

As bases nitrogenadas são moléculas planas, aromáticas e 
heterocíclicas, que, na sua maior parte, são derivadas de puri- 
nas ou pirimidinas. 



H 

Purina Pirimidina 


As estruturas, os nomes e as abreviações das bases, dos nu- 
cleosídeos e dos nucleotídeos comuns são dados na Tabela 
5.1. Os principais componentes purínicos dos ácidos nuclei- 
cos são os resíduos de adenina e guanina; os resíduos pirimí- 
dicos principais são os de dtosina, uracila (que ocorre prin- 
cipalmente no RNA) e timina (5-metiluracila, que ocorre 
principalmente no DNA). As purinas formam ligações gli- 
cosídicas com a ribose através dos seus átomos de N9, en- 
quanto as pirimidinas o fazem através dos seus átomos de 
NI (notar que purinas e pirimidinas possuem esquemas de 
numeração de átomos distintos). 


TABELA 5.1 


Nomes e abreviaturas das bases dos ácidos nudeicos, nudeosídeos e nucleotídeos 


Fórmula da base 

NH 2 


X 


sl 






N' 


•N 


> 


Base 

(X — H) 

Adenina 

Ade 

A 


Nudeosídeo 
(X = ribose*) 

Adenosina 

Ado 

A 


Nucleotídeo** 

(X = fosfato da ribose*) 

Acido adenílico 

Adenosina-monofosfato 

AMP 





Guanina 

Gua 

G 


Citosina 

Cyt 

C 


Uracila 

Ura 

U 


rp 1 1 

Tiimna 

Thy 

T 


Guanosina 

Guo 

G 


Ácido guanosílico 
Gu anosina-monofosfato 
GMP 


Citidina 

Cyd 

C 


Ácido citidflico 
Citidina monofosfato 
CMP 


Uridina 

Urd 

U 


Ácido uridüico 

Uridina-monofosfato 

UMP 


Desoxitimidina Ácido desoxitimidílico 

dThd Desoxitimidina-monofosfato 

dT dTMP 


* A presença de uma unidade de desoxirribose-2' no lugar da ribose, como ocorre no DNA, está indicada pelos prefixos “desoxi” 
ou “d”. Por exemplo, o desoxinudeotídeo da adenina é a desoxiadenosina ou d A. Entretanto, para resíduos contendo timina, 
que raramente ocorrem no RNA, o prefixo é redundante e pode ser eli min ado. A presença de uma unidade de ribose pode ser 
explicitamente indicada pelos prefixos “ribo” ou “r”. Assim, o ribonucleotídeo da timina é a ribotimidina ou rT. 

** A posição do grupo fosfato em um nucleotídeo pode ser explicitamente especificada como, por exemplo, no 3'- AMP e no 


5'- GMP. 
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B. As estruturas químicas do DNA e do RNA 

As estruturas químicas dos ácidos nucleicos foram elucida- 
das, no início da década de 1950, graças, em grande parte, 
aos esforços de Phoebus Levene, seguidos pelo trabalho de 
Alexander Todd. Os ácidos nucleicos são, com poucas exce- 
ções, polímeros lineares de nucleosídeos cujos grupos fosfato 
interligam as posições 3' e 5’ de resíduos de açúcar sucessivos 
(p. ex . , Fig. 5.2 ) . Os fosf atos desses polinucleotídeos, os grupos 
fosfodiéster, são acídicos, de modo que, em pHs fisiológicos, 
os ácidos nucleicos são poliânions. Os polinucleotídeos pos- 
suem direcionalidade, ou seja, cada um possui uma extremida- 
de 3' (a extremidade cujo átomo de C3' não está ligado ao nu- 
cleotídeo vizinho) e uma extremidade 5' (a extremidade cujo 
átomo de C5' não está ligado com um nucleotídeo vizinho). 

a. A composição de bases do DNA é governada pelas regras 
de Chargaff 

O DNA possui números idênticos de resíduos de adenina e 
timina (. A — T) e números iguais de resíduos de guanina e 
cito sina (G = C). Essas relações, conhecidas como regras 
de Chargaff, foram descobertas no final da década de 1940 


por Erwin Chargaff, que foi quem primeiro desenvolveu 
métodos quantitativos confiáveis de separação e análise de 
hidrolisados de DNA. Chargaff também descobriu que a 
composição de bases do DNA de um dado organismo é ca- 
racterística daquele organismo; ou seja, é independente do 
tecido do qual o DNA foi obtido, assim como da idade do 
organismo, do seu estado nutricional ou de qualquer outro 
fator ambiental. A base estrutural para as regras de Chargaff 
é a de que, na fita dupla de DNA, G sempre forma ligações 
de hidrogênio (forma um par de bases) com C, enquanto A 
sempre forma um par de bases com T (Fig. 1.16). 

A composição de bases de DNA varia amplamente en- 
tre os diferentes organismos. Ela varia de —25% a 75% de 
G + C em diferentes espécies de bactérias. É, entretanto, 
mais ou menos constante entre espécies relacionadas; por 
exemplo, em mamíferos, o conteúdo de G + C varia de 
39% a 46%. 

O RNA, que normalmente ocorre como moléculas de 
fita simples, não possui restrições aparentes à sua composi- 
ção de bases. Entretanto, RN As de fita dupla, que consti- 
tuem o material genético de certos vírus, também obedecem 


(a) 


Extremidade 

5' 


NH 



A 


■frH 

O 
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FIGURA 5.2 Estrutura química de um ácido nucleico. 

(a) O tetranucleotídeo adenil-3',5'-uridil-3',5'-citidil- 
-3',5'guanilil-3'-fosfato. Os números dos átomos do 
açúcar apresentam apóstrofo para distingui-los das posi- 
ções atômicas das bases. Por convenção, uma sequência 
polinucleotídica é escrita com a sua extremidade 5' à es- 
querda e a sua extremidade 3' à direita. Assim, lendo da 
esquerda para a direita, a ligação fosfodiéster conecta re- 
síduos de ribose vizinhos na direção 5' — > 3'. A sequência 
acima pode ser abreviada por ApUpCpGp ou somente 
por AUCGp (onde um “p” à esquerda e/ou à direita de 
um símbolo de nucleosídeo indica um grupo fosfato 5’ e/ 
ou 3’, respectivamente; ver Tabela 5.1 para outras defini- 
ções de símbolos). O desoxitetranucleotídeo correspon- 
dente, no qual os grupos 2’-OH estão substituídos por 
q átomos de H e a base de uracila (U) está substituída por 
timina (5-metiluracil; T), é abreviado por d(ApTpCpGp) 
ou d(ATCGp). (b) Uma representação esquemática de 
AUCGp. Aqui, uma linha vertical indica um resíduo de 
ribose, a base associada a ela é indicada pela abrevia- 
ção correspondente de uma letra e uma linha diagonal 
flanqueando um “p” opcional representa uma ligação 
fosfodiéster. A numeração dos átomos dos resíduos de 
ribose, que está indicada aqui, é normalmente omitida. 

A representação equivalente de desoxipolinucleotídeos 
difere somente pela ausência do grupo 2'-OH e a substi- 
tuição de U por T. 
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às regras de Chargaff (aqui A pareia com U, da mesma ma- 
neira que o faz com T no DNA; Fig. 1.16). Já o DNA de fita 
simples, que ocorre em certos vírus, não obedece às regras de 
Chargaff. Ao entrar nos organismos hospedeiros, entretanto, 
esse DNA é replicado para formar uma molécula de fita du- 
pla, que então obedece às regras de Chargaff. 

b. As bases dos ácidos nucleicos podem ser modificadas 

Alguns DNAs contêm bases que são derivados químicos 
do conjunto-padrão. Por exemplo, a dA e a dC nos DNAs 
de muitos organismos são parcialmente substituídas pela 
iVVmetil-dA e pela 5-metil-dC, respectivamente. 



dR dlt 

A^-Metil-dA 5-Metil-dC 


As bases alteradas são geradas por modificações enzimáticas 
sequência-específicas do DNA normal (Seções 5.5A e 30.7). 
Os DNAs modificados obedecem às regras de Chargaff se 
as bases derivadas forem consideradas como equivalentes 
de suas bases originais. Da mesma forma, muitas bases nos 
RNAs, particularmente aquelas nos RNAs transportadores 
(tRNAs; Seção 32.2Aa), são derivadas. 

c. O RNA, mas não o DNA, é suscetível à hidrólise catalisada 
por bases 

O RNA é altamente suscetível à hidrólise catalisada por ba- 
ses pelo mecanismo de reação esquematizado na Fig. 5.3, de 
maneira a produzir uma mistura de nucleotídeos 2' e 3'. Já 
o DNA, que não possui grupos 2'- OH, é resistente à hidró- 
lise catalisada por bases e, portanto, é quimicamente muito 
mais estável do que o RNA. É provavelmente por isso que 
o DNA, e não o RNA, evoluiu para ser o arquivo genético 
celular. 


2 O DNA É O PORTADOR DA INFORMAÇÃO GENÉTICA 

Os ácidos nucleicos foram inicialmente descobertos em 
1869, por Friedrich Miescher, e foram assim denominados 
porque ele os encontrou em núcleos de leucócitos (células 
do pus) obtidos de ataduras cirúrgicas descartadas. A pre- 
sença dos ácidos nucleicos em outras células foi demonstra- 
da alguns anos mais tarde, mas somente depois de decor- 
ridos cerca de 75 anos de sua descoberta, a sua atividade 
biológica foi elucidada. Além disso, nas décadas de 1930 e 
1940 era amplamente sustentado, no que foi denominado 
de hipótese do tetranucleotídeo, que os ácidos nucleicos 
possuíam uma sequência monotonamente repetitiva de 
todas as quatro bases, de modo que não se suspeitava que 
eles possuíssem uma função genética. Em vez disso, em ge- 
ral assumia-se que os genes seriam proteínas, pois eram as 
únicas entidades bioquímicas que, naquela época, pareciam 
capazes de suprir a especificidade necessária. Nesta seção 
os experimentos que estabeleceram a função genética do 
DN A serão resumidos. 
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FIGURA 5.3 Mecanismo de hidrólise do RNA catalisada por 
bases. A desprotonação induzida por bases do grupo 2'-OH 
facilita o seu ataque nucleofüico ao átomo de fósforo adjacente, 
clivando assim o esqueleto do RNA. O grupo de fosfato 2',3'-cí- 
clico é hidrolisado subsequentemente a fosfato 2' ou 3'. 


A. 0 princípio transformante é o DNA 

A forma virulenta (capaz de causar doença) do pneumo- 
coco (Diplococcus pneumoniae ), uma bactéria que causa 
pneumonia, é encapsulada por uma cobertura gelatinosa de 
polissacarídeos que contém os sítios de ligação (conhecidos 
como antígenos-O; Seção 11.3Bc) por meio dos quais ela re- 
conhece as células que infecta. Pneumococos mutantes que 
não possuem essa cobertura, devido a um defeito na enzima 
envolvida na sua formação, não são patogênicos (capazes de 
causar doença). Os pneumococos virulentos e não patogêni- 
cos são conhecidos como as formas S e R, respectivamente, 
devido às aparências lisa (smooth) e rugosa ( rough ) de suas 
colônias em cultura (Fig. 5.4). 

Em 1928, Frederick Griffith fez uma descoberta sur- 
preendente. Ele injetou camundongos com uma mistura de 
pneumococos R vivos e S mortos por calor. O experimento 
resultou na morte da maioria dos camundongos. Mais sur- 
preendente ainda foi o fato do sangue dos camundongos 
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FIGURA 5.4 Pneumococos. As colônias grandes e brilhantes 
são pneumococos virulentos do tipo S, que resultaram da trans- 
formação de pneumococos não patogênicos do tipo R (colônias 
menores) por DNA de pneumococos S mortos por calor. (De 
Avery, O.T., MacLeod, C.M., and McCarty, M., J. Exp. Med. 

79 , 153 [1944]. Impressa com a permissão de Rockefeller Uni- 
versity Press, EUA.) 

mortos conter pneumococos S vivos. Os pneumococos S 
mortos injetados inicialmente nos camundongos haviam de 
algum modo transformado os pneumococos R, anteriormen- 
te inócuos, para a forma S virulenta. Além disso, a progénie 
dos pneumococos transformados também era S; a transfor- 
mação era permanente. Finalmente, foi demonstrado que a 
transformação poderia ser feita in vitro (fora de um organis- 
mo vivo; literalmente “em vidro”), misturando-se células R 
com um extrato acelular de células S. A questão permane- 
ceu: Qual é a natureza do princípio transformante? 

Em 1944, Oswald Avery, Colin MacLeod e Maclyn 
McCarty, após uma investigação de 10 anos, anunciaram que 
o princípio transformante era o DNA. A conclusão foi baseada 
nas observações de que o laboriosamente purificado (poucas 
técnicas modernas de fracionamento eram disponíveis então) 
princípio transformante possuía todas as propriedades físicas 
e químicas do DNA, não continha qualquer proteína detectá- 
vel, não era afetado por enzimas que catalisavam a hidrólise 
de proteínas e RN A e era totalmente inativado pelo trata- 
mento com uma enzima que catalisava a hidrólise de DNA. 
O DNA deve, portanto , ser o portador da informação genética. 

A descoberta de Avery foi outra ideia adiante de seu 
tempo. Esse avanço original foi inicialmente recebido com 
ceticismo e, depois, foi essencialmente ignorado. De fato, 
mesmo Avery não afirmou diretamente que o DNA era o 
material hereditário, mas simplesmente que ele possuía “es- 
pecificidade biológica”. Seu trabalho, entretanto, influenciou 
muitos bioquímicos, inclusive Erwin Chargaff, cujas determi- 
nações acuradas subsequentes das relações entre as bases 
do DNA refutaram a hipótese do tetranucleotídeo e, assim, 
indicaram que o DNA poderia ser uma molécula complexa. 

Mais tarde, foi demonstrado que os eucariotos também 
estão sujeitos à transformação por DNA. Assim, o DNA, 
que, como demonstrado por estudos citológicos, residia nos 
cromossomos, também deveria ser o material hereditário dos 
eucariotos. Em uma demonstração espetacular da transfor- 
mação de eucariotos, Ralph Brinster, em 1982, microinjetou 
DNA carregando o gene do hormônio de crescimento (um 
polipeptídeo) de ratos em núcleos de óvulos fecundados de 



FIGURA 5.5 Camundongo transgênico. O camundongo gi- 
gante ( à esquerda) cresceu a partir de um óvulo fecundado que 
havia sido microinjetado com DNA carregando o gene do hor- 
mônio de crescimento de ratos. O seu irmão da mesma ninhada 
(á direita), com tamanho normal, é mostrado para comparação. 
(Cortesia de Ralph Brinster, University of Pennsylvania, EUA.) 

camundongos (uma técnica discutida na Seção 5.5H) e im- 
plantou esses óvulos no útero de mães adotivas. Os “super- 
camundongos” resultantes (Fig. 5.5), que possuíam níveis 
elevados do hormônio de crescimento de ratos no seu soro, 
cresceram até um peso cerca de duas vezes maior que o de 
seus irmãos normais da mesma ninhada. Esses animais gene- 
ticamente alterados são chamados de transgênicos. 

B. A molécula hereditária de muitos bacteriófagos é o DNA 

Micrografias eletrônicas de bactérias infectadas com bacte- 
riófagos mostram fagos “fantasmas” com capsídeos vazios 
aderidos à superfície bacteriana (Fig. 5.6). Essa observação 
levou Roger Herriott a sugerir que “o vírus poderia atuar 
como uma pequena agulha hipodérmica cheia do princípio 
transformante”, que ele injetaria no hospedeiro bacteria- 
no (Fig. 5.7). Essa proposta foi testada em 1952 por Alfred 
Hershey e Martha Chase, como esquematizado na Fig. 5.8. O 
bacteriófago T2 foi multiplicado em E. coli em um meio con- 

32 . 35 

tendo os isótopos radioativos P e S. Isso marcava o capsí- 



RGURÃ 5.6 Bacteriófagos aderidos à superfície de uma bac- 
téria. Esta micrografia eletrônica primitiva mostra uma célula 
de E. coli à qual bacteriófagos T5 estão adsorvidos pelas suas 
caudas. (Cortesia de Thomas F. Anderson, Fox Chase Câncer 
Center, EUA.) 
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FIGURA 5.7 


Representação do bacteriófago T2 injetando o seu DNA em uma célula de E. coli. 


deo do fago, que não contém P, com 35 S, e o seu DNA, que 
não contém S, com 1£ P. Esses fagos foram adicionados a uma 
cultura não marcada de E. coli e, depois de dado um tempo 
suficiente para que os fagos infectassem as células bacteria- 
nas, a cultura foi agitada em um liquidificador de cozinha, de 
modo a remover os fantasmas dos fagos das células bacteria- 
nas. Esse tratamento rigoroso não danificou as bactérias nem 
alterou o curso da infecção pelos fagos. Quando os fantasmas 
dos fagos foram separados das bactérias (por centrifugação; 
Seção 6.5), observou-se que os fantasmas continham a maior 
parte do 3:> S, enquanto as bactérias continham a maior parte 
do 2 P. Além disso, 30 % do 32 P apareciam na progénie de fa- 
gos, na qual aparecia somente 1% do 35 S. Hershey e Chase 
concluíram então que somente o DNA do fago era essencial 
para a produção da progénie. O DNA, portanto, deve ser o 
material hereditário. Em anos posteriores foi mostrado que, 
em um processo conhecido como transfecção, o DNA de fa- 
gos purificado pode, por si só, induzir uma infecção normal 
de fagos em um hospedeiro bacteriano adequadamente tra- 
tado (a transfecção diferencia-se da transformação porque 
esta última resulta da recombinação do cromossomo bacte- 
riano com um fragmento de DNA homólogo). 

Em 1952, o estado do conhecimento da bioquímica era tal 
que a descoberta de Hershey foi muito mais prontamente acei- 
ta do que a identificação de Avery do princípio transformante 
havia sido cerca de 8 anos antes. Em poucos meses, surgiram 
as primeiras especulações sobre a natureza do código genético 
(a correspondência entre a sequência de bases de um gene e 
a sequência de aminoácidos de uma proteína, Seção 5.4Bb) e 
James Watson e Francis Crick foram inspirados a investigarem 
a estrutura do DNA. Em 1955, foi mostrado que as células so- 
máticas de eucariotos possuem o dobro do DNA das células 

FIGURA 5.8 O experimento de Hershey-Chase. Esse experi- 
mento demonstrou que somente o componente de ácido nuclei- 
co dos bacteriófagos entra no hospedeiro bacteriano durante a 
infecção pelo fago. 
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germinativas correspondentes. Quando essa observação foi 
proposta como um indicador adicional da função genética do 
DNA, houve poucos comentários, ainda que o mesmo pudesse 
ser dito de qualquer outro componente cromossômico. 


3 DNA DE DUPLA-HÉLICE 

A determinação da estrutura do DNA por Watson e Crick, 
em 1953, é frequentemente referida como o marco do nas- 
cimento da biologia molecular moderna. A estrutura de 
Watson-Crick do DNA é tão importante porque, além de 
fornecer a estrutura daquela que pode ser considerada a mo- 
lécula central da vida, ela sugeriu o mecanismo molecular 
da hereditariedade. A realização de Watson e Crick, que é 
categorizada como um dos maiores avanços intelectuais da 
ciência, reuniu resultados quase universalmente aceitos de 
vários estudos distintos: 

1. Regras de Chargaff. Naquela época, as relações A = T e 
G = C eram bastante obscuras, pois sua significância não era 
aparente. De fato, mesmo Chargaff não as enfatizava. 

2. Formas tautoméricas corretas das bases. Investigações 
por raios X, ressonância magnética (RM) e espectroscopia 
estabeleceram firmemente que as bases dos ácidos nuclei- 
cos estão predominantemente nas formas tautoméricas 
ceto, mostradas na Tabela 5.1. Entretanto em 1953, isto 
não era considerado de forma geral. De fato, acreditava-se 
que a guanina e a timina estavam nas suas formas enólicas 
(Fig. 5.9), pois pensava-se que a estabilidade de ressonân- 
cia dessas moléculas aromáticas seria assim maximizada, 
O conhecimento das formas tautoméricas dominantes, que 
foi um pré-requisito para a predição das associações corre- 
tas por ligações de hidrogênio das bases, foi fornecido por 
Jerry Donohue, um colega de trabalho de Watson e Crick 
e perito em estruturas por raios X de pequenas moléculas 
orgânicas. 
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FIGURA 5.9 Algumas conversões tautoméricas possíveis para as 
bases, (a) Resíduos de timina e (b) guanina. Resíduos de citosina 
e adenina podem sofrer deslocamentos de prótons semelhantes. 


3. Informações de que o DNA é uma molécula helicoidal. 
Isto foi fornecido por uma fotografia de difração por raios 
X de uma fibra de DNA obtida por Rosalind Franklin (Fig. 
5.10; o DNA, sendo uma molécula linear, não cristaliza, mas 
pode ser esticado em fibras consistindo em feixes paralelos 
de moléculas). Esta fotografia possibilitou a Crick, um cris- 
talógrafo por raios X por treinamento, que havia anterior- 
mente derivado as equações descrevendo a difração por mo- 
léculas helicoidais, deduzir (a) que o DNA é uma molécula 
helicoidal e (b) que as suas bases aromáticas planares for- 
mam uma pilha de anéis paralelos, a qual é paralela ao eixo 
da fibra. 

Essa informação somente forneceu alguns pontos de 
referência gerais, que guiaram a elucidação da estrutura do 
DNA. A estrutura surgiu principalmente a partir das ima- 
ginações de Watson e Crick, por meio de estudos para a 
construção de modelos. Depois do modelo de Watson-Crick 
ter sido publicado, contudo, a sua simplicidade básica, com- 
binada à sua óbvia relevância biológica, levou a sua rápida 
aceitação. Investigações posteriores confirmaram a essencial 
correção do modelo de Watson-Crick, embora os seus deta- 
lhes tenham sido modificados. 

A. A estrutura de Watson-Crick: B-DNA 

As fibras de DNA assumem a chamada conformação B, 
como indicado pelos seus padrões de difração por raios X, 
quando o contra-íon é um metal alcalino, como o Na , e a 
umidade relativa é > 92 % . O B-DNA é considerado como 
a forma nativa (funcional biologicamente ) do DNA porque, 
por exemplo, o seu padrão por raios X lembra aquele do 
DNA em cabeças de espermatozóides intactos. 





FIGURA 5.10 Fotografia de difração por raios X de uma fi- 
bra de Na-DNA orientada verticalmente na conformação B, 
obtida por Rosalind Franklin. Esta é a fotografia que forneceu 
a informação-chave para a elucidação da estrutura de Watson- 
-Crick. O padrão central em forma de X dos pontos é indicativo 
de uma hélice, enquanto os arcos negros densos nas porções su- 
perior e inferior do padrão de difração correspondem à distân- 
cia de 3,4 A e indicam que a estrutura de DNA repete-se na sua 
maior parte a cada 3,4 A ao longo da eixo da fibra. (Cortesia de 
Maurice Wilkins, King’s College, Londres, Reino Unido.) 
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A estrutura de Watson-Crick do B-DNA possui as se- 
guintes características principais: 

1. Ela consiste em duas fitas polinucleotídicas que se enro- 
lam ao redor de um eixo comum com uma torção para a di- 
reita, formando uma dupla-hélice de 20 Â de diâmetro ( Fig . 
5.11). As duas fitas são antiparalelas (correm em direções 
opostas) e se enrolam uma sobre a outra de maneira que não 
podem ser separadas sem o desenrolamento da hélice. As ba- 
ses ocupam o centro da hélice e as cadeias de açúcar-fosfato 
enrolam-se em torno da sua periferia, minimizando assim as 
repulsões entre os grupos fosfato carregados. 

2. Os planos das bases são aproximadamente perpendicula- 
res ao eixo da hélice. Cada base forma ligações de hidrogênio 
com uma base da fita oposta para formar um par de bases 
planar (Fig. 5.11). São essas interações por ligações de hidro- 
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FIGURA 5.11 Estrutura tridimensional do B-DNA. A hélice 
repetitiva nesta representação de esferas-e-bastões é baseada 
na estrutura por raios X do dodecâmero autocomplementar 
d(CGCGAATTCGCG), determinada por Richard Dickerson 
e Horace Drew. A vista é perpendicular ao eixo da hélice. Os 
esqueletos de açúcar-fosfato (em azul, com contornos de fita em 
verde) enrolam-se em tomo da periferia da molécula em direções 
opostas. As bases (em vermelho), que ocupam o centro da molé- 
cula, formam pares de bases ligados por ligações de hidrogênio. 
Os átomos de H foram omitidos para manter a clareza. (Ilustra- 
ção, Irving Geis. Imagem de Irving Geis Collection, Howard Hu- 
ghes Medicai Institute, EUA. Reproduzido com permissão.) 
ífl, Ver Exercício interativo 1 e exercício de cineimagem 2.1 


gênio, um fenômeno conhecido como pareamento de bases 
complementares, que resultam na associação específica das 
duas cadeias da dupla-hélice. 

3. A hélice de B-DNA “ideal” possui 10 pares de bases 
(pb) por volta (uma torção helicoidal de 36° por pb) e, como 
as bases aromáticas possuem espessuras de van der Waals de 
3,4 À e estão parcialmente empilhadas umas sobre as outras 
(empilhamento de bases, Fig. 5.11), a hélice possui um passo 
( pitch , elevação por volta) de 34 À. 

A característica mais marcante da estrutura de Watson- 
-Crick é a de que ela acomoda somente dois tipos de pares de 
bases: cada resíduo de adenina deve parear com um resíduo 
de timina e vice-versa e cada resíduo de guanina deve parear 
com um resíduo de citosina e vice-versa. As geometrias desses 
pares de bases A • T e G * C, os assim chamados pares de ba- 
ses de Watson-Crick, estão mostradas na Fig. 5.12. Pode ser 
observado que os dois tipos de pares de bases são intercambi- 
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FIGURA 5.12 Pares de bases de Watson-Crick. A linha que 
une os átomos de Cl' tem a mesma extensão em ambos os 
pares de bases e forma ângulos idênticos com as ligações glico- 
sídicas para as bases. Isso confere ao DNA uma série de eixos 
de simetria pseudoduplicada (frequentemente referida como 
eixos de díades) que passam através do centro de cada par de 
bases (linha vermelha) e são perpendiculares ao eixo da hélice. 
Note que os pares de bases A * T associam-se através de duas 
ligações de hidrogênio, enquanto os pares C • G são ligados por 
três ligações de hidrogênio. (Segundo Amott, S., Dover, S.D., 
and Wonacott, A.J., Acta Cryst. B25, 2192 [1969].) 

Ver Exercícios de cineimagem 2.2 e 17.2 
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áveis, de modo que um pode substituir o outro na dupla-hélice 
sem alterar as posições dos átomos de Cl' do esqueleto de açú- 
car- fosfato. Da mesma forma , a dupla-hélice não é alterada 
pela troca de parceiros em par de bases de Watson-Crick, ou 
seja, pela troca de um G * C por um C * G ou de um A * T por 
um T • A. Porém, qualquer outra combinação de bases (p. 
ex., A • G ou A • C) distorceria significativamente a dupla- 
-hélice, pois a formação de um par de bases que não seja de 
Watson-Crick requer uma reorientação considerável da ca- 
deia de açúcar-fosfato. 

O B-DNA possui duas cavidades exteriores profundas 
que se estendem entre as cadeias de açúcar-fosfato, em con- 
sequência do eixo da hélice passar através do centro aproxi- 
mado de cada par de bases. Entretanto, as cavidades são de 
tamanhos diferentes (Fig. 5.11), porque (1) a borda superior 
de cada par de bases, como esquematizado na Fig. 5.12, é 
estruturalmente distinta da borda inferior; e (2) os resíduos 
de desoxirribose são assimétricos. A cavidade menor expõe 
aquela borda de um par de bases a partir da qual se estende 
o seu átomo de Cl' (abrindo em direção à porção inferior na 
Fig. 5.12), enquanto a cavidade maior expõe a extremidade 
oposta de cada par de bases (a superior na Fig. 5.12). 

Embora o B-DNA seja, de longe, a forma mais prevalen- 
te de DNA na célula, DNAs e RNAs de dupla-hélice podem 
assumir várias estruturas distintas. As estruturas destes outros 
ácidos nucleicos de dupla-hélice são discutidas na Seção 29.1B. 

B. 0 DNA é replicado semiconservativamente 

A estrutura de Watson-Crick pode acomodar qualquer se- 
quência de bases em uma fita polinucleotídica se a fita opos- 
ta possuir a sequência de bases complementar. Isso explica 
prontamente as regras de Chargaff. Mais importante ainda, 
sugere que a informação genética está codificada na sequência 
de bases de cada uma das duas fitas. Além disso, cada fita 
polinucleotídica pode atuar como um molde para a forma- 
ção de sua fita complementar, por meio de interações por 
pareamento de bases (Fig. 1.17). As duas fitas da molécula 
parental devem, portanto, se separar, de maneira que uma 
fita-filha complementar possa ser sintetizada enzimatica- 
mente sobre a superfície de cada fita parental. Isso resulta 
em duas moléculas de um duplex (com duas fitas) de DNA, 
consistindo em uma fita polinucleotídica da molécula paren- 
tal e uma fita complementar recém-sintetizada. Tal modo de 
replicação é denominado de semiconservativo, em contraste 
com a replicação conservativa, a qual, se ocorresse, resultaria 
em uma cópia em dúplex recém-sintetizada da molécula de 
DNA original, com a molécula de DNA parental permane- 
cendo intacta. O mecanismo de replicação do DNA é o prin- 
cipal assunto do Capítulo 30. 

A natureza semiconservativa da replicação do DNA foi 
elegantemente demonstrada em 1958 por Matthew Meselson 
e Franklin Stahl. A densidade do DNA foi aumentada por 
sua marcação com 15 N, um isótopo pesado do nitrogênio 
( 14 N é o isótopo abundante naturalmente). Isso foi obtido 
por meio da multiplicação de E. coli por 14 gerações em um 
meio que continha 15 NH 4 C1 como a única fonte de nitrogê- 
nio. A bactéria marcada foi então abruptamente transferida 
para um meio contendo 14 N e a densidade do seu DNA foi 
monitorada em função da multiplicação bacteriana por ultra- 
centrifugação de equilíbrio em gradiente de densidade (uma 


técnica para a separação de macromoléculas de acordo com 
as suas densidades, que Meselson, Stahl e Jerome Vinograd 
haviam desenvolvido com o objetivo de distinguir o DNA 
marcado com 1S N do DNA não marcado; Seção 6.5Bb). 

Os resultados do experimento de Meselson-Stahl estão 
mostrados na Fig. 5.13. Após uma geração (duplicação da 
população celular), todo o DNA possuía uma densidade exa- 
tamente intermediária entre as densidades do DNA comple- 
tamente marcado com 1 N e o DNA não marcado. Esse DNA 
deve, portanto, conter quantidades iguais de 14 N e 15 N, como 
esperado após uma geração de replicação semiconservativa. 
A replicação conservativa do DNA, ao contrário, resultaria 
na preservação do DNA parental, de maneira que ele man- 
teria a sua densidade original, e na geração de uma quantida- 
de igual de DNA não marcado. Após duas gerações, metade 
das moléculas de DNA não estavam marcadas e as restantes 
eram híbridas 14 N- l "N. Isso está de acordo com as predições 
do modelo de replicação semiconservativa e em desacordo 
com o modelo de replicação conservativo. Em gerações sub- 
sequentes, a quantidade de DNA não marcado aumentou 
em relação à quantidade de DNA híbrido, embora o híbri- 
do nunca desaparecesse totalmente. Isso novamente está em 
harmonia com a replicação semiconservativa, mas em confli- 
to com a replicação conservativa, a qual prevê que o DNA 
parental totalmente marcado sempre estaria presente e que 
o DNA híbrido nunca seria formado. 

C. Desnaturação e renaturação 

Quando uma solução de DNA de fita dupla é aquecida aci- 
ma de uma temperatura característica, a sua estrutura nativa 
se colapsa e as duas fitas complementares se separam e assu- 
mem um estado conformacional flexível e rapidamente flutu- 
ante, chamado de enrolamento aleatório (random coil) (Fig. 
5.14). Esse processo de desnaturação é acompanhado por 
uma mudança qualitativa nas propriedades físicas do DNA. 
Por exemplo, a alta viscosidade característica das soluções 
de DNA nativas, que surge da resistência à deformação das 
suas moléculas de dúplex rígidas e em forma de bastão, di- 
minui drasticamente quando o dúplex DNA se decompõe 
(desnatura-se em duas fitas simples que interagem entre si 
de forma relativamente livre. 

a. A desnaturação do DNA é um processo cooperativo 
A maneira mais conveniente de monitorar a quantidade de 
DNA presente é pelo seu espectro de absorbância de ultra- 
violeta (UV). Uma solução contendo um soluto que absorve 
luz, o faz de acordo com a lei de Beer-Lambert, 

A - = ec/ [5.1] 

onde Aéa absorbância do soluto (alternativamente, sua den- 
sidade óptica), I D é a intensidade da luz incidida a um deter- 
minado comprimento de onda k,Iéa intensidade transmitida 
em k, e é o coeficiente de extinção molar do soluto em k,cé 
sua concentração molar eléo comprimento do caminho óp- 
tico em centímetros. O valor de e varia com k; um gráfico de e 
versus k para o soluto é chamado espectro de absorbância. O 
espectro de absorbância das cinco bases de ácidos nucleicos 
está mostrado na Fig. 5.15a. Os espectros dos nucleosídeos 
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FIGURA 5.13 Demonstração da natureza semiconservativa da replicação do DNA em E. coli por ultracentrifugação em gradiente 
de densidade. O DNA foi dissolvido em uma solução aquosa de CsCl com densidade de 1,71 g * cm 3 e foi submetido a uma acelera- 
ção de 140.000 vezes a da gravidade em uma ultracentrífuga analítica (um equipamento no qual a amostra que gira rapidamente pode 
ser observada opticamente). Essa enorme aceleração induziu o CsCl a redistribuir-se na solução, de modo que a sua concentração au- 
mentou em função do seu raio em relação ao eixo da ultracentrífuga. Consequentemente, o DNA migrou no interior do gradiente de 
densidade resultante para a sua posição de densidade de flutuação. Os painéis à esquerda são fotografias de absorção de ultravioleta 
de células da ultracentrífuga (o DNA absorve fortemente a luz ultravioleta) e estão arranjados de modo que as regiões de densidades 
iguais possuem as mesmas posições horizontais. Os painéis centrais são aferições das fotografias correspondentes feitas por um micro- 
densitômetro, nas quais o deslocamento vertical é proporcional à concentração de DNA. A densidade de flutuação do DNA aumenta 
com o seu conteúdo de 15 N. As bandas mais à direita (com os maiores raio e densidade) surgiram a partir do DNA que está totalmen- 
te marcado com N, enquanto o DNA não marcado, que é 0,014 g • cm menos denso, forma as bandas mais à esquerda. As bandas 
na posição intermediária resultam de DNA de fita dupla no qual uma fita está marcada com 1? N e a outra fita não está marcada. Os 
esquemas interpretativos que acompanham os painéis (à direita ) indicam os números relativos de fitas de DNA a cada geração que 
foram doadas pelas moléculas parentais originais (em azul, marcadas com 1? N) e que foram sintetizadas por gerações sucessivas (em 
vermelho, não marcadas). (Segundo Meseíson, M., and Stahl, F.W., Proc. Natl. Acad. Sei. 44, 671 [1958].) & Ver Figuras animadas 
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FIGURA 5.14 Representação esquemática da separação das 
fitas no DNA de fita dupla resultante de sua desnaturação por 
calor. 


e nucleotídeos correspondentes são bastante similares aci- 
ma de 190 nm pois, nesta faixa de comprimento de onda, os 
coeficientes de extinção molar da ribose e dos grupamentos 
fosfato são extremamente pequenos em relação àqueles das 
bases aromáticas. Como esperado, o espectro do DNA na- 
tivo (Fig. 5.15 b) lembra, no formato, aquele das suas bases 
componentes. 

Quando o DNA desnatura-se, a sua absorbância de UY, 
que é quase que inteiramente devida a suas bases aromáti- 
cas, aumenta —40% em todos os comprimentos de onda (Fig. 
5.15b), Esse fenômeno, que é conhecido como efeito hiper- 
crômico (do grego: hyper, acima + chroma, cor), resulta do 
rompimento das interações eletrônicas entre as bases próxi- 
mas. Alterações hipercrômicas no DNA, como monitorado 
em um determinado comprimento de onda (normalmente 
260 nm), ocorrem ao longo de uma faixa estreita de tempe- 
raturas (Fig. 5.16). Isso indica que o colapso de uma parte 
da estrutura do dúplex de DNA desestabihza o restante, um 
fenômeno conhecido como processo cooperativo. A desnatu- 
ração do DNA pode ser descrita como a fusão de um sólido 




(b) 



FIGURA 5.15 Espectro de absorbância de UV das bases dos 
ácidos nncleicos e do DNA. ( a ) Espectro da adenina, guanina, 
citosina, timina e uracila próximo ao pH 7. (b) Espectro do DNA 
de E. coli nativo e desnaturado pelo calor. Note que a desnatu- 
ração não altera a forma geral do espectro de absorbância, mas 
aumenta a sua absorbância em todos os comprimentos de onda. 
(Segundo Voet, D., Gratzer, W.B., Cox, R.A., and Doty, P., Bio- 
poíymers 1, 193 [1963].) jfb Ver Figuras animadas 
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FIGURA 5.16 Exemplo de uma curva de fusão de DNA. A 

absorbância relativa é a razão entre a absorbância (habitual- 
mente medida a 260 nm) na temperatura indicada e aquela 
medida a 25°C. A temperatura de fusão, T m , é definida como a 
temperatura na qual metade do aumento máximo na absorbân- 
cia é atingida. Ver Figuras animadas 

unidimensional, motivo pelo qual a Fig. 5.16 é referida como 
uma curva de fusão e a temperatura em seu ponto médio é 
conhecida como temperatura de fusão, T m (em inglês, mel- 
ting temperature). 

A estabilidade da dupla-hélice do DNA e, portanto, a 
sua T m dependem de vários fatores, incluindo a natureza do 
solvente, as identidades e concentrações dos íons na solução 
e o pH. Por exemplo, o dúplex de DNA desnatura (a sua T m 
diminui) sob condições alcalinas que determinem a ionização 
de algumas das bases e, portanto, o rompimento das intera- 
ções que mantêm o pareamento de bases. A T m aumenta li- 
nearmente com a fração molal de pares de bases G * C (Fig. 
5.17), o que indica que esses pares, com três ligações de hi- 
drogênio, são mais estáveis do que pares de bases A • T, com 
duas ligações de hidrogênio, 

b. O DNA desnaturado pode ser renaturado 
Se uma solução de DNA desnaturado é rapidamente resfria- 
da até abaixo da sua T m , o DNA resultante ficará somente 
parcialmente pareado (Fig. 5.18), pois suas fitas complemen- 
tares não terão tido tempo suficiente para encontrarem umas 
às outras antes das estruturas parcialmente pareadas terem 
se tornado efetivamente “congeladas”. Se, no entanto, a tem- 
peratura é mantida — 25 °C abaixo da T m , a energia térmica 
suficiente estará disponível para que pequenas regiões pare- 
adas re arranjem-se por fusão e reformação, mas não será su- 
ficiente para a fusão de longos trechos complementares. Sob 
tais condições de anelamento, como descoberto por Julius 
Marmur em 1960, o DNA desnaturado acaba por renaturar- 



T m {° C) 

FIGURA 5.17 Variação das temperaturas de fusão, T m , do DNA 
com seu conteúdo de G + C. Os DNAs foram dissolvidos em 
uma solução contendo NaCl 0,15 M e citrato de sódio 0,015 M. 
(Segundo Marmur, J., and Doty, P .,/. MoL Biol. 5, 113 [1962].) 

-se completamente. Da mesma forma, fitas complementares 
de RNA e DNA, em um processo conhecido como hibridiza- 
ção, formam híbridos de dupla-hélice de RNA-DNA que são 
apenas um pouco menos estáveis do que as dupla-hélices de 
DNA correspondentes. 



FIGURA 5.18 DNA parcialmente renaturado. Uma repre- 
sentação esquemática mostrando as estruturas imperfeitamente 
pareadas assumidas por DNA que foi desnaturado por calor 
e depois rapidamente resfriado para uma temperatura bem 
abaixo da sua T m . Notar que podem ocorrer agregações tanto 
intramoleculares como intermoleculares. 
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D. O tamanho do DNA 

As moléculas de DNA são geralmente enormes (Fig. 5.19). 
A massa molecular do DNA tem sido determinada por uma 
variedade de técnicas, incluindo a ultracentrifugação (Seção 
6.5A), e por medidas de comprimento por microscopia ele- 
trônica (um par de bases de B-DNA Na~ possui uma massa 
molecular média de 660 D e um comprimento [espessura] 
de 3,4 À) e autorradiograGa (uma técnica na qual a posição 
de uma substância radioativa em uma amostra é registrada 
pelo escurecimento de uma emulsão fotográfica sobre a qual 
a amostra é colocada ou na qual ela é embebida; Fig. 5.20). 
O número de pares de bases e as extensões de contorno (as 
extensões de ponta a ponta das moléculas nativas estendidas) 
de DNAs de uma seleção de organismos de complexidade 
crescente estão listados na Tabela 5.2. Não surpreendente - 
mente, a quantidade haploide (quantidade única) de DNA 
de um organismo varia mais ou menos de acordo com a sua 
complexidade (embora existam notáveis exceções a essa ge- 
neralização, como a da última entrada da Tabela 5.2). 

A visualização de DNAs de procariotos demonstrou 
que todo o genoma (informação genética completa) desses 
organismos está contido em uma única molécula de DNA, 
geralmente circular. De maneira similar, Bruno Zimm de- 
monstrou que o maior cromossomo da mosca-das-frutas. 
Drosophila melanogaster, contém uma única molécula de 
DNA, comparando a massa molecular desse DNA com a 
extensão do DNA contido no cromossomo, medida citologi- 
camente. Da mesma maneira, outros cromossomos eucarió- 
ticos também contêm somente uma única molécula de DNA. 

A forma altamente alongada do DNA dúplex (lembrar 
que o B-DNA tem somente 20 Á de diâmetro), junto com a 
sua rigidez, o tornam extremamente suscetível a danos me- 
cânicos quando fora do ambiente protetor da célula (p. ex., 
se o DNA de Drosophila da Fig. 5.20 fosse ampliado por um 
fator de 500.000, ele teria a forma e algumas das proprieda- 
des mecânicas de uma fita de 6 km de extensão de espaguete 
cru). As forças hidrodinâmicas capazes de introduzir quebras, 
geradas por manipulações de laboratório tão comuns como 



FIGURA 5.19 Micrografia eletrônica de um bacteriófago T2 
e do seu DNA. O fago foi lisado (aberto) osmoticamente em 
água destilada, de modo que o seu DNA extravasou. Sem um 
tratamento especial, o DNA dúplex, que tem apenas 20 A de 
diâmetro, é difícil de ser visualizado ao microscópio eletrôni- 
co. No procedimento de Kleinschmidt, usado aqui, o DNA é 
espessado até ~200 A de diâmetro por revestimento com uma 
proteína básica desnaturada. (De Kleinschmidt, A.K., Lang, D., 
Jacherts, D., and Zahn, R.K., Biochim. Biophys. Acta 61, 857 
[1962].) 

mistura, agitação e pipetagem, fragmentam o DNA em pe- 
daços relativamente pequenos, de modo que o isolamento de 
uma molécula de DNA intacta requer um manuseio extre- 


TABELA 5.2 Tamanhos de algumas moléculas de DNA 


Organismo 

Número de pares de bases (kb)* 

Extensão de contorno (mui) 

Vírus 

Polioma, SV40 

5,2 

1,7 

Bacteriófago X 

48,6 

17 

Bacteriófagos T2, T4, T6 

166 

55 

Vírus da bouba aviária 

280 

193 

Bactérias 



Mycoplasma hominis 

760 

260 

Escherichia coli 

4.600 

1.600 

Eucariotos 



Leveduras (em 17 cromossomos haploides) 

12.000 

4.100 

Drosophila (em 4 cromossomos haploides) 

180.000 

61.000 

Seres humanos (em 23 cromossomos haploides) 

3.000.000 

1.000.000 

Peixes pulmonados (em 19 cromossomos haploides) 

102.000.000 

35.000.000 


*kb = quilopares de bases = 1.000 pares de bases (pb). 

Fonte: Prindpalmente Kornberg, A., e Baker, T.A., DNA Replication (2nd ed.), p, 20, Freeman (1992). 


Bioquímica 



FIGURA 5.20 Autorradiografia do DNA de Drosophila me- 
lanogaster. Lisados de células de D. melanogaster que foram 
cultivados com timidina marcada com H foram espalhados 
sobre uma lâmina de vidro e cobertos com uma emulsão fo- 
tográfica, que foi revelada após uma exposição de 5 meses. A 
curva branca, que resultou do decaimento radioativo do H, tra- 
ça a extensão do DNA neste positivo fotográfico. A extensão 
de contorno medida para o DNA é de 1,2 cm. (De Kavenoff, 

R., Klotz, L.C., and Zimm, B.H., Cold Spring Harbor Symp. 
Quant Biol. 38, 4 [1973], Impressa com a permissão de Cold 
Spring Harbor Labor atory Press, EUA, 1974.) 

mamente cuidadoso. Antes de 1960, quando foi reconhecido 
pela primeira vez, as massas moleculares medidas do DNA 
não eram maiores do que —10 milhões de D (—15 kb, onde 1 
kb = 1 quilopar de bases = 1.000 pb). Fragmentos de DNA 
de massas moleculares uniformes e com tamanhos pequenos, 
em torno de poucas centenas de pares de bases, podem ser 
gerados pela degradação por quebras do DNA, feita de uma 
maneira controlada; por exemplo, forçando a passagem da 
solução de DNA por um orifício pequeno ou por sonicação 
(exposição a intensas ondas de som de alta frequência). 

4 EXPRESSÃO GENICA E REPLICAÇÃO: UMA VISÃO 
GERAL 

qQ Ver Exploração guiada 1: Visão geral da transcrição e da tradução 

Como os genes funcionam, ou seja, como eles dirigem a síntese 
de RN A e proteínas e como eles são replicados? As respostas 
a essas questões formam a disciplina multifacetada conhecida 
como biologia molecular. Em 1958, Crick claramente resumiu 
as linhas gerais desse processo em um fluxograma que ele cha- 
mou de dogma central da biologia molecular: o DNA dirige 
a sua própria replicação e a sua transcrição para produzir o 
RN A, o qual, por sua vez, dirige a sua tradução para a for- 
mação das proteínas (Fig. 5.21). Aqui, o termo “transcrição” 
indica que, ao transferir a informação do DNA para o RNA, 


FIGURA 5.21 O dogma central da biologia molecular. As 

setas sólidas indicam os tipos de transferências de informação 
genética que ocorrem em todas as células. Transferências espe- 
ciais estão indicadas pelas setas tracejadas: a RNA-polimerase 
dirigida por RNA é expressada por certos vírus de RNA e 
em alguns vegetais (onde ela não tem função conhecida); a 
DNA-polimerase dirigida por RNA (transcriptase reversa) é 
expressada por outros vírus de RNA; e DNA especificando 
diretamente uma proteína é algo ainda desconhecido, mas que 
não parece além dos limites do possível. Entretanto, as setas 
faltantes correspondem a processos que nunca ocorrem: proteí- 
nas especificando DNA, RNA ou proteína. Em outras palavras, 
as proteínas podem somente ser as receptoras da informação 
genética. (Segundo Crick, F., Nature 227, 561 [1970].) 

a linguagem codificando a informação permanece a mesma, 
aquela das sequências de bases, enquanto o termo “tradução” 
indica que, ao transferir a informação do RNA para as pro- 
teínas, a “linguagem” altera-se daquela das sequências de ba- 
ses para aquela das sequências de amino ácidos (Fig. 5.22). A 
maquinaria necessária para cumprir as complexas tarefas de 
expressão gênica e replicação do DNA de uma maneira orga- 
nizada e com alta fidelidade ocupa uma porção importante de 
cada célula. Nesta seção, resume-se como a expressão gênica 
e a replicação ocorrem, a fim de fornecer os conhecimentos 
necessários para o entendimento das técnicas da tecnologia 
do DNA recombinante (Seção 5.5). Esse assunto é explorado 
bem mais detalhadamente nos Capítulos 29 a 34. 

A. Síntese de RNA: Transcrição 

A enzima que sintetiza o RNA é denominada RNA-poli- 
merase. Ela cataüsa o acoplamento dirigido por DNA dos 

nucleosídeos trifosfatados (NTPs) trifosfato de adenosina 
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FIGURA 5.22 Expressão gênica. Uma fita de DNA dirige a 
síntese de RNA, um processo conhecido como transcrição. A 
sequência de bases do RNA transcrito é complementar à da 
fita de DNA. Os RNAs conhecidos como RNAs mensageiros 
(mRNAs) são traduzidos quando moléculas de RNA transpor- 
tador (tRNA) alinham-se com o mRNA pelo pareamento de 
bases complementares entre segmentos de três nucleotídeos 
consecutivos conhecidos como códons. Esses amínoácidos são 
covalentemente ligados pelo ribossomo para formarem um po- 
lipeptídeo. Assim, as sequências de bases no DNA especificam 
a sequência de aminoãcidos em uma proteína. 
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FIGURA 5.23 Ação das RN A-polim er ases. Essas enzimas reúnem ribonucleotídeos trifosfatados sequencialmente sobre moldes que 
consistem em segmentos de DNA de fita simples, de modo que a fita que está sendo produzida é alongada na direção de 5' para 3'. 


(ATP, adenosine triphosphate) , trifosfato de citídina (CTP, 
de cytidine triphosphate ), trifosfato de guanosina (GTP, de 
guanosine triphosphate ) e trifosfato de uridina (UTP, de uri- 
dine triphosphate) em uma reação que libera o íon pirofosfa- 

to (P 2 OÍ“): 

(RNA)„ res£duos + NTP > (RNA)„ + £ resítju0s + 1*2 O 7 

A síntese de RNA prossegue em etapas na direção 5' — > 
3', isto é, o nucleotídeo que chega é adicionado ao grupo 
3' — OH livre da cadeia de RNA em crescimento (Fig. 5.23). 
A RNA-polimerase seleciona o nucleotídeo que ela vai 
incorporar na cadeia de RNA nascente (em crescimento) 
com base na exigência da formação de um par de bases de 
Watson-Crick com a fita de DNA que está sendo transcri- 
ta, a fita-molde (somente uma das fitas do DNA duplex é 
transcrita de cada vez) . Isso é possível porque, à medida que 
a RNA-polimerase move-se ao longo do DNA duplex que 
ela está transcrevendo, ela separa um segmento curto (—14 
pb) das duas fitas para formar a denominada bolha de trans- 
crição, o que permite que essa porção da fita-molde forme 
transitoriamente uma hélice híbrida curta de DNA-RNA 
com o RNA recém-sintetizado (Fig. 5.24). Assim como o 
DNA duplex, uma hélice híbrida de DNA-RNA consiste em 
fitas antiparalelas e, portanto, a fita-molde de DNA é lida na 
sua direção 3' — > 5'. 


Todas as células contêm RNA-polimerase. Em bactérias, 
uma espécie dessa enzima sintetiza quase todo o RNA da cé- 
lula. Alguns vírus geram RNA-polimerases que sintetizam 
somente RN As virais específicos. Células eucarióticas con- 
têm quatro ou cinco tipos diferentes de RNA-polimerases, 
cada uma delas sintetizando uma classe diferente de RNA. 

a. A iniciação transcricional é um processo controlado de 
maneira precisa 

A fita-molde de DNA contém sítios de controle que con- 
sistem em sequências específicas de bases que especificam 
tanto o sítio no qual a RNA-polimerase inicia a transcrição 
(o sítio no DNA no qual os dois primeiros nucleotídeos do 
RNA são ligados) e a frequência na qual a RNA-polimerase 
inicia a transcrição nesse sítio. Proteínas específicas, conheci- 
das em procariotos como ativadores e repressores e, em eu- 
cariotos, como fatores de transcrição, ligam-se a esses sítios 
controladores ou a outras dessas proteínas que fazem isso e, 
assim, estimulam ou inibem a iniciação transcricional pela 
RNA-polimerase. Para os RNAs que codificam proteínas, 
que são chamados de RNAs mensageiros (mRNAs), esses 
sítios de controle precedem o sítio de iniciação (ou sej a, eles 
estão “a montante” do sítio de iniciação em relação à direção 
na qual a RNA-polimerase se move). 

A frequência na qual uma célula sintetiza uma proteína 
ou, até, se a proteína é ou não sintetizada, depende principal- 



3 ' 3 ' 

Bolha de 

transcrição 


FIGURA 5.24 Funcionamento da bolha de transcrição. A RNA-polimerase desenrola a dupla-hélice do DNA em aproximada- 
mente uma volta na região que está sendo transcrita, permitindo, assim, que a fita-molde do DNA forme um pequeno segmento 
de dupla-hélice híbrida de DNA-RNA com a extremidade 3' do RNA recém-sintetizado. Enquanto a RNA-polimerase avança ao 
longo do molde de DNA (aqui, para a direita), o DNA desenrola-se à frente da extremidade 3' do RNA em crescimento e enrola- 
-se novamente depois dela, separando assim o RNA recém-sintetizado da fita-molde. 
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mente do controle da frequência na qual a síntese do mRNA 
correspondente é iniciada. O modo pelo qual os procariotos 
regulam a frequência na qual muitos genes têm a transcrição 
iniciada pode ser relativamente simples. Por exemplo, a ini- 
ciação transcricional de muitos genes procarióticos requer 
somente que a RNA-polimerase ligue-se a uma sequência 
controladora, conhecida como promotor, que precede o sítio 
de iniciação transcricional. Entretanto, nem todos os promo- 
tores são iguais: a RNA-polimerase inicia a transcrição mais 
frequentemente nos chamados promotores eficientes do que 
naqueles com outras sequências, mesmo que apenas levemen- 
te diferentes. Assim a frequência na qual um gene é transcrito 
é determinada pela sequência do promotor associado a ele. 

Uma maneira mais complexa pela qual os procariotos 
controlam a frequência de início da transcrição é exempli- 
ficada pelo óperon lac de E. coli, um conj unto de três genes 
consecutivos (Z, Y e A) codificando proteínas que a bactéria 
necessita para metabolizar o açúcar lactose (Seção 11.2B). 
Na ausência de lactose, uma proteína chamada de repressor 
lac liga-se especificamente a um sítio controlador no óperon 
lac, conhecido como operador (Seção 31. 3B . Isso impe- 
de a RNA-polimerase de iniciar a transcrição dos genes do 
óperon lac (Fig. 5.25a), o que impede a síntese de proteínas 
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FIGURA 5.25 Controle da transcrição do óperon lac de 
E. coli. (a) Na ausência de um indutor como a alolactose, o 
repressor lac liga-se ao operador {O), o que impede a RNA 
-polimerase de transcrever os genes Z,Y e A do óperon lac. (b) 
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desnecessárias. Entretanto, quando a lactose está disponível, 
a bactéria modifica metabolicamente uma pequena quanti- 
dade dela, formando o açúcar relacionado alolactose. Este 
chamado indutor liga-se especificamente ao repressor lac, 
causando, desse modo, a sua dissociação do DNA operador, 
o que permite que a RNA-polimerase inicie a transcrição dos 
genes do óperon lac (Fig. 5.25b). 

Em eucariotos, os sítios controladores que regulam a 
iniciação transcricional podem ser bem extensos e surpreen- 
dentemente distantes do sítio de início da transcrição (po- 
dem estar a distâncias de até várias dezenas de milhares de 
pares de bases; Seção 34.3). Além disso, a maquinaria trans- 
cricional eucariótica que se liga a estes sítios e, assim, induz a 
RNA-polimerase a começar a transcrição pode ser enorme- 
mente complexa (consistindo em até 50 ou mais proteínas; 
Seção 34.3). 

b. A terminação transcricional é um processo relatívamente 
simples 

O sítio da fita-molde no qual a RNA-polimerase termina a 
transcrição e libera o RNA completo é governado pela se- 
quência de bases dessa região. Entretanto, o controle da 
terminação transcricional raramente está envolvido na re- 
gulação da expressão gênica. Em concordância com isso, a 
maquinaria celular que faz mediação com o término da trans- 
crição é relativamente simples, em comparação com aquela 
envolvida na iniciação transcricional (Seção 31.2D). 

c. Os RNAs eucarióticos sofrem modificações 
pôs-transcricionais 

A maior parte dos transcritos de mRNA procarióticos par- 
ticipa da tradução sem alterações adicionais. Entretanto, a 
maioria dos transcritos primários de eucariotos requer mo- 
dificações pós-transcricionais extensas para se tornar funcio- 
nal. Para os mRNAs, essas modificações incluem a adição de 
um “quepe” (cap) constituído de uma 7-metilguanosina, que 
é enzimaticamente adicionado à extremidade 5' do transcri- 
to, e de uma “cauda” de ácido poliadenílico (poli [A]) de 
—250 nucleotídeos, que é enzimaticamente adicionada à ex- 
tremidade 3' do transcrito. Entretanto, a modificação mais 
surpreendente que a maioria dos transcritos eucarióticos 
sofre é um processo chamado de splicing gênico, no qual 
um ou, mais frequentemente, muitos segmentos de RNA co- 
nhecidos como íntrons (de “sequências intervenientes”) são 
removidos precisamente do RNA e os éxons (de “sequências 
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FIG U R A 5 . 26 Processamento pós- transcricional dos mRNAs 
eucarióticos. A maioria dos transcritos primários requer modifi- 
cações covalentes adicionais para tomar-se funcional, incluindo 
a adição de um quepe 5’ e de uma cauda de poli (A) 3' e a exci- 
são, por splicing dos seus íntrons, que estão entre os seus éxons. 
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expressas”) restantes são religados na sua ordem original 
para formarem o mRNA maduro (Fig. 5.26; Seção 31.4A). 
Diferentes mRNAs podem ser gerados a partir do mesmo 
gene pela seleção de sítios de iniciação transcricional alterna- 
tivos e/ou de sítios alternativos de splicing, levando à produ- 
ção de proteínas de algum modo diferentes, normalmente de 
maneira tecido -específica (Seção 34.3C). 

B. Síntese de proteínas: Tradução 

Os polipeptídeos são sintetizados, sob a direção dos mRNAs 
correspondentes, pelos ribossomos, organelas citosólicas 
numerosas que consistem em aproximadamente dois terços 
de RNA e de um terço de proteína e possuem massas mo- 
leculares de —2.500 kDa, em procariotos, e —4.200 kDa, em 
eucariotos. Os RN As ribossômicos (rRNAs), dos quais exis- 
tem vários tipos, são transcritos a partir de moldes de DNA, 
como são todos os outros tipos de RNA. 

a. Os RNAs transportadores levam os amínoácidos para o 
ribossomo 

Os mRNAs são, essencialmente, uma série de segmentos 
consecutivos de três nucleotídeos, conhecidos como códons, 
cada um dos quais especifica um determinado aminoácido. 
Entretanto, os códons não se ligam aos aminoácidos. Em vez 
disso, o que acontece no ribossomo é que eles se ligam especi- 
ficamente a moléculas de RNA transportador ( tRNA ) e cada 
uma dessas moléculas está covalentemente ligada ao amino- 
ácido correspondente (Fig. 5.27). Um tRNA normalmente 
consiste em —76 nucleotídeos (o que o torna comparável em 
massa e complexidade estrutural a uma proteína de tama- 
nho médio) e contém uma sequência de três nucleotídeos, 
o seu anticódon, que é complementar ao(s) códon(s) que 
especifica (m) o aminoácido ligado a ele (ver a seguir). Um 
aminoácido é ligado covalentemente à extremidade 3' do seu 
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FIGURA 5.27 O RNA transportador (tRNA) representado 
na sua forma de “trevo”. O resíduo de aminoácido covalente- 
mente ligado a ele forma um aminoacil-tRNA (topo), e o seu 
anticódon (embaixo), um segmento de três nucleotídeos, pareia 
com o códon complementar no mRNA durante a tradução. 


tRNA correspondente para formar um aminoacil-tRNA (um 
processo chamado de “carregamento”) pela ação de uma 
enzima que reconhece especificamente tanto o tRNA como 
o aminoácido (ver a seguir). Durante a tradução, o mRNA 
é passado através do ribossomo, de modo que cada um dos 
códons, na sua vez, liga-se ao seu aminoacil-tRNA corres- 
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F GURA 5.28 Diagrama esquemático da tradução. O ribossomo liga-se ao mRNA e a dois tRNAs e facilita a associação específica 
entre eles por interações códon-anticódon consecutivas. O sítio de ligação ribossômico mais próximo da extremidade 5' do mRNA 
liga-se ao peptidil-tRNA (d esquerda, um tRNA ao qual a cadeia polipeptídica em crescimento está covalentemente ligada) e é, por- 
tanto, conhecido como sítio P. O sítio ribossômico mais próximo da extremidade 3' do mRNA liga-se a um aminoacil-tRNA (à direi- 
ta) e, portanto, é chamado de sítio A. O ribossomo catalisa a transferência do polipeptídeo do peptidil-tRNA para o aminoacil-tRNA, 
formando assim um novo peptidil-tRNA, cuja cadeia polipeptídica aumentou de tamanho em um resíduo na sua extremidade C- 
-terminal. O tRNA descarregado no sítio P é então ejetado e o peptidil-tRNA, juntamente com o mRNA ligado a ele, é deslocado do 
sítio A para o sítio P, permitindo assim que o próximo códon ligue-se ao seu aminoacil-tRNA correspondente no sítio ribossômico A. 
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transferindo o polipeptídeo em crescimento tRNA no sítio A. 


pondente (Fig. 5.28). Quando isso ocorre, o ribossomo trans- 
fere o resíduo de aminoácido do tRNA para a extremidade 
C-terminal da cadeia polipeptídica em crescimento (Fig. 
5.29) . Portanto, a cadeia polipeptídica cresce da sua extremi- 
dade N -terminal para a sua extremidade C-terminal. 

b. 0 código genético 

A correspondência entre a sequência de bases em um códon 
e o resíduo de aminoácido que ele especifica é conhecida 
como código genético (Tabela 5.3). A sua quase universa- 
lidade entre todas as formas de vida é uma evidência que 
indica que a vida na Terra surgiu a partir de um ancestral 
comum, e isso torna possível, por exemplo, expressar genes 
humanos em E. coli (Seção 5.5Ga). Existem quatro bases 
possíveis (U, C, A e G) que podem ocupar cada uma das 
três posições em um códon e, portanto, existem 4 J = 64 
códons possíveis. Destes códons, 61 especificam amino á- 
cidos (dos quais existem somente 20) e os três restantes, 
UAA, UAG e UGA, são códons de Parada, que instruem 
o ribossomo a terminar a síntese do polipeptídeo e Liberar 
o transcrito resultante. Todos os aminoácidos, com duas ex- 
ceções (Met e Trp), são especificados por mais de um códon 
e três (Leu, Ser e Arg) são especificados por seis códons. 
Consequentemente, em um termo emprestado da matemá- 
tica, o código genético é dito como degenerado (assume vá- 
rios valores discretos). 

Note que o arranjo do código genético não é aleatório. A 
maioria dos códons que especificam um dado aminoácido, os 
quais são chamados de sinônimos, ocupa o mesmo retângulo 
na Tabela 5.3, ou seja, eles diferem em sequência somente no 
terceiro nucleotídeo (3'). Além disso, a maioria dos códons 
especificando resíduos de aminoácidos não polares possui 
um G na sua primeira posição e/ou um U na sua segunda 
posição (Tabela 5.3). 


Um tRNA pode reconhecer até três códons sinônimos, 
pois a base 5' de um códon e a base 3' do anticódon cor- 
respondente não interagem necessariamente por meio de 
um par de bases de Watson-Crick (Seção 32.2D; lembre-se 
que o códon e o anticódon associam-se de maneira anti- 
paralela, formando um curto segmento de dupla-hélice de 
RNA). Assim, as células podem possuir menos do que os 61 
tRNAs que seriam necessários para uma representação de 
1:1 dos 61 códons que especificam os aminoácidos. Porém, 
algumas células eucarióticas contêm, de fato, mais de 500 
tRNAs diferentes. 

c. Os tRMAs adquirem os aminoácidos por meio das ações 
das aminoacil-tRNA-sintases 

Ao sintetizar um polipeptídeo, um ribossomo não reconhece 
o aminoácido ligado ao tRNA, mas apenas se o anticódon 
está ou não ligado ao códon do mRNA (o anticódon e o ami- 
noácido no tRNA carregado estão de fato muito distantes 
um do outro, como a Fig. 5.27 sugere). Assim, o carregamen- 
to de um tRNA com o aminoácido apropriado é uma etapa tão 
crítica para uma tradução acurada como o reconhecimento 
apropriado de um códon por seu anticódon correspondente. 
As enzimas que catalisam essas adições são conhecidas como 
aminoacil-tRNA-sintases (aaRSs). As células normalmente 
contêm 20 aaRSs, uma para cada aminoácido e, assim, uma 
determinada aaRS irá carregar todos os tRNAs que apre- 
sentam códons especificando o seu aminoácido correspon- 
dente. Consequentemente, cada aaRS deve de alguma forma 
diferenciar o seu tRNA cognato (correspondente) dentre os 
muitos outros tipos de tRNAs estrutural e fisicamente muito 
similares que cada célula contém. Embora muitas aaRSs re- 
conheçam os anticódons de seus tRNAs cognatos, nem todas 
elas fazem isso. Elas podem, em vez disso, reconhecer outros 
sítios nos seus tRNAs cognatos. 
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♦Resíduos apoiares estão em cor de laranja, resíduos básicos estão em azul, resíduos ácidos estão em vermelho e resíduos polares não carregados estão em 
púrpura. 

** AUG forma parte do sinal de iniciação, além de codificar resíduos internos de Met. 


d. A tradução é iniciada em códons AUG específicos 

Os ribossomos leem o mRNA na direção de 5' para 3' (de 
“montante” para “jusante”). O códon de iniciação é AUG, 
que especifica um resíduo de Met. Entretanto, o tRNA que 


reconhece este códon de iniciação difere do tRNA que trans- 
porta resíduos de Met internos dos polipeptídeos para o ri- 
bossomo, embora ambos os tipos de tRNA sejam carregados 
pela mesma metionil-tRNA-sintase (MetRS). 
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IGURA 5.30 Fases de leitura dos nucleotídeos. Um mRNA 
pode ser lido em qualquer uma das três fases de leitura diferen- 
tes, cada uma das quais produz um polipeptídeo diferente. 


Se um polipeptídeo deve ser sintetizado com a sequência 
de amino ácidos correta, é essencial que o ribossomo man- 
tenha o registro adequado entre o mRNA e os tRNAs que 
chegam, ou seja, que o ribossomo mantenha a fase de leitura 
correta. Como ilustrado na Fig. 5.30, um deslocamento de até 
mesmo um único nucleotídeo ao longo de um mRNA levará 
à síntese de um polipeptídeo totalmente diferente do ponto 
de deslocamento em diante. Portanto, o códon AUG que ini- 
cia a síntese poüpeptídica também ajusta a fase de leitura do 
polipeptídeo. Contudo, o AUG também especifica resíduos 
de Met internos nos polipeptídeos e um mRNA provavel- 
mente contém numerosos AUGs em diferentes fases de lei- 
tura. Como, então, o ribossomo seleciona o códon de inicia- 
ção dentre os muitos AUGs em um mRNA? Em procariotos, 
a resposta é a de que cada mRNA contém uma sequência na 
porção a montante (5') do códon de iniciação (uma região 
que não codifica uma cadeia poüpeptídica), por meio da qual 
o ribossomo identifica esse códon. Em eucariotos, a resposta 
é mais simples; o códon de iniciação é normalmente o pri- 
meiro AUG a jusante do quepe 5' do mRNA. 

e. Os mRNAs procarióticos possuem tempos de vida curtos 
Em procariotos, a transcrição e a tradução ocorrem no 
mesmo compartimento celular, o ciíosol (Figs. 1.2 e 1.3). 
Consequentemente, os ribossomos muitas vezes se ligam à ex- 
tremidade 5' de um mRNA antes que sua síntese esteja com- 
pleta e começam a síntese do poüpeptídeo correspondente. 
Isso é essencial porque, como os mRNAs de procariotos pos- 
suem tempos de vida médios de apenas 1 a 3 minutos antes de 
serem degradados hidroliticamente por enzimas conhecidas 
como nudeases, a extremidade 5' de um mRNA pode ser de- 
gradada antes da sua extremidade 3' ser sintetizada. Essa re- 
ciclagem rápida dos mRNAs permite a um procarioto respon- 
der rapidamente a mudanças no seu ambiente, sintetizando as 
proteínas apropriadas para a sua nova situação minutos após 
a ocorrência da alteração (lembre-se que os procariotos estão 
adaptados à vida em ambientes nos quais existem flutuações 
rápidas nos nutrientes disponíveis; Seção 1.2). 

As células eucarióticas, ao contrário, apresentam, em sua 
maioria, uma existência mais sedentária. Os seus RN As são 
transcritos e modificados pós-transcricionalmente no núcleo, 
enquanto os ribossomos ocupam o citosol, que é onde a tra- 
dução ocorre (Fig. 1.5). Assim, os mRNAs maduros devem 


ser transportados do núcleo para o citosol para que possam 
participar da tradução. Os mRNAs eucarióticos tendem, por 
isso, a apresentar tempos de vida da ordem de vários dias. 

f. As proteínas estão sujeitas a modificações 
pós-traducionais e degradação 

Polipeptídeos recém-sintetizados muitas vezes requerem mo- 
dificações pós-traducionais para tornarem-se funcionais. Em 
muitas proteínas, o resíduo iniciador (N-terminal) que foi es- 
pecificado por seu códon de iniciação do mRNA é removido 
por uma protease (uma enzima que cliva hidroliticamente 
as ligações peptídicas) específica. As proteínas são, então, 
sujeitas a várias outras modificações químicas em resíduos 
específicos, incluindo clivagens proteolíticas, acetilação, hi- 
droxilação, metilação e fosforilação específicas (Seção 4.3 A). 
Além disso, as proteínas eucarióticas, mas não as procarióti- 
cas, estão sujeitas a glicosilação (a adição de polissacaríde- 
os) em sítios específicos (Seções 11. 3C e 23.3B). De fato, as 
glicoproteínas (proteínas que foram glicosiladas) são o tipo 
mais comum de proteína eucariótica e podem ter a sua massa 
consistindo em até 90% ou mais de grupos polissacarídicos. 

Todas as células possuem vários mecanismos para a de- 
gradação das proteínas em seus aminoácidos componentes. 
Isso permite que a célula eümine proteínas danificadas ou 
anormais, destrua proteínas que não são mais necessárias e 
utilize proteínas como nutrientes. O tempo de vida de uma 
proteína em uma célula pode ser surpreendentemente cur- 
to, tão breve quanto uma fração de minuto, embora muitas 
proteínas de eucariotos tenham tempos de vida de dias ou se- 
manas. Portanto, células são entidades dinâmicas que estão 
constantemente reciclando os seus componentes, em particu- 
lar os seus RNAs e suas proteínas. 

C. Rep/í cação do DNA 

A reação química pela qual o DNA é replicado (Fig. 5.31) 
é quase idêntica àquela que sintetiza RNA (Fig. 5.23), mas 
com duas diferenças principais: (1) os reagentes são desoxi- 
nucleosídeos trifosfatados (dNTPs, de deoxynucleoside tri- 
phosphates ) em vez de NTPs e (2) a enzima que catalisa a 
reação é a DNA-polimerasc, em vez da RNA-polimerase. As 
propriedades da DNA-polimerase resultam em uma terceira 
diferença importante entre a síntese de RNA e a de DNA: 
enquanto a RNA-polimerase é capaz de ligar dois nucleotí- 
deos sobre um molde de DNA, a DNA-polimerase somente 
é capaz estender (na direção de 5' para 3') um polinucleotí- 
deo já existente que esteja pareado com a fita-molde de DNA . 
Assim, enquanto a RNA-polimerase pode iniciar a síntese de 
novo (a partir do seu início) de RNA, a DNA-polimerase re- 
quer um iniciador (primer) oligonucleotídico, o qual é alon- 
gado por ela. 

a. Os iniciadores são RNAs 

Se uma DNA-polimerase não é capaz de sintetizar o DNA de 
novo, de onde vêm os iniciadores? Acontece que eles não são 
de DNA, como seria esperado, mas sim de RNA. Em E . coli, 
esses iniciadores (primers ) de RNA são sintetizados tanto 
pela RNA-poümerase (a mesma enzima que sintetiza todos 
os outros RNAs) como por uma RNA-polimerase especial 
conhecida como printase. A DNA-polimerase depois esten- 
de esse iniciador de RNA, que, no final, é removido e substi- 
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FIGURA 5.31 Ação das DNA-polimerases. As DNA-polimerases reúnem sequencialmente os dNTPs que são incorporados so- 
bre moldes de DNA de fita simples, de modo que a fita em crescimento é alongada na direção de 5' para 3'. 


tuído por DNA, como explicado a seguir. Essa complexidade 
adicional na síntese de DNA aumenta a fidelidade da sua re- 
plicação, Enquanto uma célula produz muitas cópias de um 
RN A e, por isso, pode tolerar um erro ocasional na sua sín- 
tese, um erro (uma mutação) na síntese do DNA, o arquivo 
da informação genética, pode ser passado para todos os des- 
cendentes da célula. Como um par de bases de Watson-Crick 
é parcialmente estabilizado por seus pares de bases vizinhos 
(uma interação cooperativa), os primeiros pares de bases que 
são formados em um polinucleotídeo recém- sintetizado se- 
rão inicialmente menos estáveis do que os pares de bases que 
se formarão mais tarde. Consequentemente, esses primeiros 
poucos pares de bases têm uma maior probabilidade de se- 
rem incorporados erroneamente devido a malpareamentos 
do que aqueles no final de uma cadeia longa. Se um iniciador 
fosse de DNA, não haveria maneira de diferenciá-lo de outro 


DNA, para substituí-lo seletivamente por um DNA sintetiza- 
do de modo mais preciso. Porém, como o iniciador é de RNA, 
ele é prontamente identificado e substituído. 

b. As duas fitas do DNA são replicadas de maneiras diferentes 
Uma quarta diferença importante entre a síntese de RNA 
e a de DNA é a de que, na maior parte dos casos, enquan- 
to somente uma fita de DNA é transcrita de cada vez, am- 
bas as fitas são replicadas simultaneamente. Isso aconte- 
ce em uma forquilha de replicação, a junção onde as duas 
fitas do DNA parental são abertas e as duas fitas-filha são 
sintetizadas (Fig. 1.17), cada uma delas por uma molécula 
diferente de DNA-polimerase. Uma dessas moléculas de 
DNA-polimerase copia continuamente a fita parental que se 
estende na direção de 3' para 5' a partir da forquilha de repli- 
cação, sintetizando assim a fita-filha resultante, que é conhe- 
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FIGURA 5.32 Replicação do DNA dúplex em E. coli. (a) 

Como as duas moléculas de DNA-polimerase estão unidas na 
forquilha de replicação e a enzima somente é capaz de sinteti- 
zar DNA na direção de 5' para 3', a fita-líder pode ser sinteti- 
zada de maneira contínua, mas a fita tardia deve ser sintetizada 
descontinuamente, ou seja, em segmentos. (6) Isso acontece 
porque o molde da fita tardia somente pode ser copiado se ele 
formar uma alça, de modo a apresentar-se para a DNA-poli- 
merase na direção de 3' para 5'. Consequentemente, quando a 
DNA-polimerase que está sintetizando a fita tardia encontrar 
o segmento previamente sintetizado dessa fita, ela libera o seu 
molde e religa-se a ele mais a montante, de modo a estender o 
próximo iniciador de RNA a ser sintetizado. 
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HGURA 5.33 A função de exonuclease 5' — » 3' da DNA- 

-polimerase L Essa atividade enzimática remove até 10 nucleo- 
tídeos a partir da extremidade 5' de uma quebra de fita simples 
( nick ) . O nucleotídeo imediatamente após a quebra (X) pode 
estar pareado ou não. 


cida como fita-líder, na sua direção de 5' para 3'. Entretanto, 
como a segunda DNA-polimerase na forquilha de replicação 
também sintetiza DNA na direção de 5' para 3', mas deve 
deslocar-se juntamente com a forquilha de replicação, como 
ela copia a fita parental que se estende a partir da forquilha 
de replicação na direção de 5' para 3'? A resposta é que ela 
sintetiza a chamada fita tardia de maneira descontínua, ou 
seja, em pedaços ( Fig. 5.32a, oposta ). Ela faz isto se ligando 
ao molde da fita descontínua que forma uma alça, de modo a 
estender o seu iniciador de RNA recém-sintetizado na dire- 
ção de 5' para 3' (Fig. 5.32b; na verdade, invertendo a direção 
do deslocamento), até que ela encontre o iniciador previa- 
mente sintetizado. A DNA-polimerase depois se desprende 
do molde da fita descontínua e religa-se a ele em uma posição 
a montante da sua posição prévia, onde ela depois estende o 
próximo iniciador de RNA a ser sintetizado. Assim, a fita 
tardia é sintetizada descontinuamente, enquanto a fita-líder 
é sintetizada continuamente. A síntese dos iniciadores da fita 
tardia em E. coli é catalisada pela primase, que acompanha 
a forquilha de replicação (Fig. 5.32b), enquanto a síntese dos 
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FIGURA 5.34 Substituição dos iniciadores de RNA por DNA 
na síntese da fita tardia. Em E. coli , o iniciador de RNA na 
extremidade 5' de um segmento de DNA recém-sintetizado 
é removido pela ação da atividade de exonuclease 5'—» 3' da 
DNA-polimerase I e é simultaneamente substituído por DNA 
pela atividade de DNA-polimerase catalisada pela enzima. 


iniciadores da fita-líder, um evento muito mais raro, ocorre 
de maneira eficiente mais quando tanto a primase como a 
RNA-polimerase estão presentes. 

c. A síntese da fita tardia requer várias enzimas 
Escherichia coli contém duas espécies de DNA-polimerase 
que são essenciais para a sua sobrevivência. Dessas duas, a 
DNA-polimerase Hl (Pol III) é a DNA-replicase, ou seja, 
ela sintetiza a fita- líder e a maior parte da fita tardia. A 
DNA-polimerase I (Pol I) tem uma função diferente, que é a 
de remover os iniciadores de RNA e substituí-los por DNA. 
A Pol I é capaz de fazer isso porque possui uma segunda ati- 
vidade enzimática além da de DNA-polimerase; ela também 
é uma exonuclease 5' — >■ 3' (uma exonuclease remove hidro- 
liticamente um ou mais nucleotídeos da extremidade de um 
polinueleotídeo, em vez de clivá-lo em uma posição interna). 
A exonuclease 5' — » 3' funciona ligando-se a quebras ( nicks ) 
de fita simples (locais onde nucleotídeos sucessivos não es- 
tão ligados covalentemente, como no lado 5' de um iniciador 
de RNA depois do segmento da fita tardia seguinte ter sido 
sintetizado). Ela então remove um segmento de 1 a 10 nu- 
cleotídeos da fita com a quebra na direção de 5' para 3' (5' 
— > 3') além da quebra (Fig. 5.33). As atividades de exonu- 
clease 5' — » 3' e de DNA-polimerase da Pol I funcionam em 
conjunto, de maneira que enquanto a exonuclease 5' — > 3' da 
Pol I remove o iniciador, a sua atividade de DNA-polimerase 
substitui esse RNA por DNA (Fig. 5.34). 

A síntese da fita-líder é completada pela substituição do 
seu único iniciador de RNA por DNA. Entretanto, o término 
da síntese da fita tardia requer que as quebras (nicks) entre 
os seus múltiplos segmentos sintetizados descontinuamente 
sejam seladas. Essa é a função de uma enzima independente, 
chamada de DNA-ligase, a que liga covalentemente grupos 
3'-OH e 5'-fosfato adjacentes (Fig. 5.35). 

d. Erros nas sequências de dna estão sujeitos a correção 
Em E. coli, a RNA-polimerase possui uma frequência de erros 
de 1 base incorreta para cada 10 4 nucleotídeos que ela trans- 
creve. Em contraste, DNAs recém-replicados contêm somen- 
te 1 erro a cada 10 s - 10 lu pb. Já foi visto que o uso dos inicia- 
dores de RNA aumenta a fidelidade da fita tardia. Entretanto, 
a maior razão para a enorme fidelidade da replicação do DNA 
é o fato de tanto a Pol I como a Pol III possuírem atividades 



+ ATP 


DNA ligase 




j l i + AMP + P 2 0* 



FIGURA 5.35 A função da DNA-ligase. A DNA-ligase sela 
cortes de fita simples do DNA dúplex. Ela faz isso em uma rea- 
ção movida pela hidrólise de ATP ou de um composto similar. 
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FIGURA 5.36 A função de exonuclease 3' — > 5' da DNA-poli- 
merase I e da DNA-polimerase III. Em E. coli, essa atividade 
enzimática remove nucleotídeos malpareados da extremidade 
3' de uma fita de DNA em crescimento. 

de exonuclease 3' —> 5'. A exonuclease 3' — > 5' degrada a extre- 
midade 3' recém-sintetizada de uma fita-filha, um nucleotídeo 
de cada vez (Fig. 5.36), anulando assim a reação de polime- 
rase. Essa função enzimática é ativada por pareamentos de ba- 
ses que não sejam os de Watson-Crick e, consequentemente, 
ela atua para editar os erros ocasionais cometidos pela função 
de polimerase, o que aumenta grandemente a fidelidade da 
replicação. Entretanto, além dessa função de edição da Pol 
I e da Pol III, todas as células contêm baterias de enzimas 
que detectam e corrigem erros residuais na replicação, assim 
como danos que ocorrem com o DNA devido à ação de agen- 
tes como radiação UV e compostos mutagênicos (substâncias 
que danificam o DNA ao reagirem quimicamente com ele) e 
também por hidrólise espontânea (Seção 30.5). Em E. coli, a 
Pol I também funciona na substituição de segmentos de DNA 
danificado que essas enzimas removeram. 

5 CLONAGEM MOLECULAR 

Um grande problema em praticamente qualquer área da pes- 
quisa bioquímica é a obtenção de quantidades suficientes da 
substância de interesse. Por exemplo, uma cultura de 10 L de 
E. coli crescida até o título máximo de — IO 10 células • mL 1 
contém, no máximo, 7 mg de DNA-polimerase e muitas de 
suas proteínas estão presentes em quantidades muito me- 
nores. Além disso, é raro que mesmo a metade de qualquer 
proteína originalmente presente em um organismo possa ser 
recuperada de forma pura (Capítulo 6) . Proteínas eucarióticas 
podem ser ainda mais difíceis de serem obtidas, pois muitos 
tecidos euearióticos, sejam os removidos de um organismo in- 
tacto ou os crescidos em culturas, estão disponíveis apenas em 
pequenas quantidades. Considerando a quantidade de DNA, 
a cultura de 10 L de E. coli conteria —0,1 mg de qualquer frag- 
mento de 1 .000 pb do DNA cromossômico (um tamanho sufi- 
ciente para conter a maior parte dos genes procarió ticos), mas 
a sua purificação na presença do restante do DNA cromos- 
sômico (que consiste em 4,6 milhões de pb) seria uma tarefa 
impossível. Essas dificuldades têm sido em grande parte eli- 
minadas pelo desenvolvimento das técnicas de clonagem mo- 
lecular (um clone é uma coleção de organismos idênticos que 
são derivados de um único ancestral). Esses métodos, que são 
também referidos como engenharia genética e tecnologia do 


DNA recombinante, merecem muito do crédito pelo enorme 
progresso da bioquímica e pela ascensão dramática da indús- 
tria biotecnológica desde o final da década de 1970. 

A ideia principal da clonagem molecular é a de inserir 
um segmento de DNA de interesse em uma molécula de DNA 
com replicação autônoma , um chamado vetor ou veículo de 
clonagem, de modo que o segmento de DNA seja replicado 
com o vetor. A clonagem de vetor quimérico ( quimera : um 
monstro da mitologia grega que possui uma cabeça de leão, 
um corpo de cabra e uma cauda de serpente) como esse em 
um organismo hospedeiro apropriado, como E. coli ou le- 
vedura, resulta na produção de grandes quantidades do seg- 
mento de DNA inserido. Se um gene clonado é flanqueado 
pelas sequências controladoras apropriadamente posiciona- 
das para a transcrição e a tradução, o hospedeiro também 
pode produzir grandes quantidades do RNA e da proteína 
especificados por aquele gene. As técnicas de engenharia 
genética, cujo entendimento é um pré-requisito para a com- 
preensão de muitos experimentos discutidos neste livro, es- 
tão resumidas nesta seção. 

A. Endonucleases de restrição 

Para efetivamente realizar uma clonagem molecular, é ne- 
cessária a capacidade de manipular fragmentos de DNA de 
sequência definida precisamente. Isso é feito pelo uso de en- 
zimas conhecidas como endonucleases de restrição. 

Bacteriófagos que se propagam de maneira eficiente em 
uma linhagem bacteriana, como E. coli K12, possuem uma 
eficiência de infecção muito baixa (—0,001%) em uma li- 
nhagem bacteriana relacionada, como E . coli B. Entretanto, 
a pequena progénie virai desta última infecção propaga-se 
de maneira eficiente no novo hospedeiro, mas muito pouco 
no hospedeiro original. Evidentemente, o novo hospedeiro 
modifica esses bacteriófagos de alguma maneira. Qual é a 
base molecular para essa modificação hospedeiro-especí- 
fica? Werner Arber mostrou que ela resulta de um sistema 
de restrição-modificação no hospedeiro bacteriano, que con- 
siste em uma endonuclease de restrição (alternativamente, 
enzima de restrição; endonucleases são enzimas que clivam 
polinucleotídeos hidroliticamente em sítios internos) e uma 
DNA metiltransferase correspondente. Endonucleases de 
restrição reconhecem uma sequência específica de quatro a 
seis bases em DNA de fita dupla e clivam ambas as fitas do 
dúplex. As DNA metiltransferases metilam uma base especí- 
fica (no grupo amino de uma adenina ou na posição 5 ou no 
grupo amino de uma citosina) na mesma sequência de bases 
reconhecida pela enzima de restrição correspondente. 

Uma enzima de restrição não cliva o DNA metilado 
correspondente. Uma fita de DNA bacteriano recém-re- 
plicada, que é protegida da degradação pela fita parental 
metilada com a qual ela forma um dúplex, é metilada an- 
tes do próximo ciclo de replicação. Portanto, um sistema de 
restrição -modificação protege a bactéria contra a invasão 
por DNAs (normalmente virais), que, depois de terem sido 
clivados por endonucleases de restrição, são adicionalmen- 
te degradados por exonucleases bacterianas. Os DNAs in- 
vasores raramente são me tilados antes de serem atacados 
por enzimas de restrição. Porém, se um DNA virai efetiva- 
mente tornar-se metilado, ele será capaz de reproduzir-se 
no seu novo hospedeiro. A sua progénie, entretanto, não 
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TABELA 5.4 Sítios de reconhecimento e clivagem de algumas enzimas de restrição do Tipo 11 


Enzima 

Sequência de reconhecimento * 

Microrganismo 

Alui 

AGÍC*T 

Arthrobacter luteus 

BamWI 

g4gatc*c 

Bacillus amyloliquefaciens H 

BgH 

gccnnnníngcc 

Bacitlus globigii 

Bgtl I 

aIgatct 

Bacillus globigii 

EcoRI 

GÍAA*TTC 

Escherichia coli RY13 

EcoRII 

ÍCC*( A T )GG 

Escherichia coli R245 

EcoRV 

ga*t4atc 

Escherichia coli J62 pLG74 

Haell 

rgcgcIy 

Haemophilus aegyptius 

Hae III 

gg4c*c 

Haemophilus aegyptius 

Hindlll 

a*4agctt 

Haemophilus influenzae R á 

Hpall 

c4c*gg 

Haemophilus parainfluenzae 

Msp I 

c*4cgg 

Moraxella species 

Psil 

CTGCA*ÍG 

Providencia stuartii 164 

Pvull 

CAG4C*TG 

Proteus vulgaris 

Sall 

GlTCGAC 

Streptomyces albus G 

Taql 

tícga* 

Thermus aquaticus 

Xhol 

cItcgag 

Xanthomonas holcicola 


*A sequência de reconhecimento está abreviada, de modo que somente uma fita, lida de 5' para 3', é mostrada. O 
sítio de clivagem está representado por uma seta (4) e a base modificada, onde ela é conhecida, é indicada por um 
asterisco (A* é N -metiladenina e C* é 5-metilcitosina). R, Y e N representam núcleo tídeos purínicos, nucleotídeos 
pirimídicos e qualquer nucleotídeo, respectivamente. 

Fonte: REBASE. The restriction enzyme database. (http://rebase.neb.com.) 


será mais metilada de maneira que permita que ele se pro- 
pague no hospedeiro original (que possui sistemas de restri- 
ção-modificação diferentes). 

Existem quatro tipos conhecidos de endonucleases de 
restrição. Tipos I, II, III e IV. As enzimas de restrição de 
Tipo I e de Tipo II] I são ambas portadoras da atividade de 
endonuclease e de DNA metiltransferase em uma única mo- 
lécula proteica. As enzimas de restrição de Tipo I clivam o 
DNA em um sítio possivelmente aleatório, localizado a pelo 
menos 1.000 pb da sequência de reconhecimento, as enzimas 
de Tipo III o fazem a uma distância de 24 a 26 pb da sequên- 
cia de reconhecimento e as enzimas do Tipo IV clivam DNA 
metilado. Entretanto, as enzimas de restrição do Tipo II, que 
foram descobertas e caracterizadas por Hamilton Smith e 
Daniel Nathans no final da década de 1960, são entidades 
separadas das suas DNA metiltransferases correspondentes. 
Elas clivam os DNAs em posições específicas no interior, ou 
próximo , da sequência de reconhecimento , uma proprieda- 
de que torna as enzimas de restrição do Tipo II ferramentas 
bioquímicas indispensáveis para a manipulação de DNA. A 
seguir, discutem-se somente enzimas de restrição do Tipo II. 

Aproximadamente 4.000 espécies de enzimas de restri- 
ção do Tipo II, oriundas de uma variedade de bactérias que 
possuem mais de 270 especificidades de sequência diferentes 
já foram caracterizadas. Várias das espécies mais amplamen- 
te utilizadas estão listadas na Tabela 5.4. Uma endonuclease 
de restrição é denominada pela primeira letra do gênero da 
bactéria que a produziu e pelas primeiras duas letras de sua 
espécie, seguidas pela sua designação de sorotipo ou de li- 
nhagem, se houver, e por um número romano, se a bactéria 
expressar mais de um tipo de enzima de restrição. Por exem- 
plo, EcoRI é produzida pela linhagem de E. coli RY13. 


a. A maioria das endonucleases de restrição reconhece 
sequências de DNA palindrômicas 
A maioria dos sítios de reconhecimento de enzimas de res- 
trição do Tipo II possui uma exata simetria rotacional du- 
pla, como esquematizado na Fig. 5.37. Essas sequências são 
conhecidas como palmdromos ( Palíndromo é uma palavra, 
verso ou sentença que é lida da mesma maneira da esquerda 
para a direita, ou da direita para a esquerda. Dois exemplos 
são “Roma é amor” e “subi no ônibus” 1 ). Muitas enzimas de 
restrição, como a EcoRI (Fig. 5.37a), catalisam a clivagem 
das duas fitas de DNA em posições que estão simetricamente 
alternadas em relação ao centro da sequência de reconheci- 
mento palindrômico. Isso produz fragmentos de restrição 
com extremidades de fita simples complementares que apre- 
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FIGURA 5.37 Sítios de restrição. As sequências de reconhe- 
cimento das endonucleases de restrição (a) EcoRI e ( b ) EcoRV 
possuem simetria dupla (paiindrômica) ( símbolo vermelho). 

Os sítios de clivagem estão indicados (setas). Note que a EcoRI 
gera fragmentos de DNA com extremidades coesivas, enquanto 
a EcoRV gera fragmentos com extremidades cegas. 
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sentam de um a quatro nucleotídeos de extensão. Fragmentos 
de restrição com essas extremidades coesivas ou adesivas po- 
dem associar-se por pareamento de bases complementares 
com outros fragmentos de restrição gerados pela mesma enzi- 
ma de restrição. Algumas clivagens de restrição, como aquela 
da EcoRV (Fig. 537b), passam através do eixo duplo do pa- 
líndromo para produzirem fragmentos de restrição com ex- 
tremidades cegas totalmente pareadas. Como uma determi- 
nada base possui uma probabilidade de um quarto de ocorrer 
em qualquer posição nucleotídica (assumindo-se que o DNA 
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FIGURA 5.38 Eletroforetograma em gel de agarose de diges- 
tões de restrição. O plasmídeo de Agrobacterium radiobacter 
pAgK84 foi digerido com (A) BarriRl, (B) Pstl, (C) Bglll, (D) 
Hae III, (E) Hincll, (F) Saci, (G) Xbal e (H) Hpal. A canaleta 
I contém o DNA do fago digerido com Hindlll como padrões, 
uma vez que esses fragmentos possuem tamanhos conhecidos. 
Os fragmentos de DNA no eletroforetograma são visualizados 
por fluorescência contra um fundo preto. (De Slota, J.E., e Far- 
rand, S.F., Plasmid 8, 180 [1982]. Impresso com a permissão de 
Academic Press, 1982.) 


possua proporções iguais de todas as bases), uma enzima de 
restrição com um sítio de reconhecimento de n pares de bases 
produz fragmentos de restrição que têm, em média, 4" pares 
de bases de extensão. Assim, os fragmentos de restrição da 
Alui (sequência de reconhecimento de 4 pb) e da EcoRl (se- 
quência de reconhecimento de 6 pb) devem apresentar em 
média 4 4 = 256 e 4 6 = 4.096 pb de extensão, respectivamente. 

b. Polimorfismos de tamanho de fragmentos de restrição 
fornecem marcadores para caracterizar genes 
O tratamento de uma molécula de DNA com uma endonu- 
clease de restrição produz uma série de fragmentos precisa- 
mente definidos que podem ser separados de acordo com o 
tamanho por eletroforese em gel (Fig. 5.38). (Na eletroforese 
em gel, moléculas carregadas são aplicadas a uma extremi- 
dade de uma fina camada de um gel de poliacrilamida ou 
de agarose e separadas pela aplicação de um campo elétri- 
co. Sob as condições utilizadas para separar fragmentos de 
DNA, as moléculas movem-se de acordo com seus tamanhos, 
com os fragmentos menores movendo-se mais rapidamente. 
A eletroforese em gel será discutida novamente na Seção 
6.4B.) Fitas simples complementares podem ser separadas 
aquecendo-se o DNA e submetendo-o à eletroforese em gel, 
ou pelo uso da ultracentrifugação em gradiente de densidade 
em uma solução alcalina de Cs Cl (lembre-se que o DNA é 
desnaturado sob condições alcalinas). 

A individualidade em seres humanos e em outras espé- 
cies deriva de seus polimorfismos genéticos; cromossomos ho- 
mólogos humanos diferem em sequência, em média, a cada 
—1.250 pb. Essas diferenças genéticas criam e eliminam sítios 
de restrição (Fig. 5.39). Digestões com enzimas de restrição de 
segmentos correspondentes em cromossomos homólogos con- 
têm, portanto, fragmentos com tamanhos diferentes; ou seja, 
esses DNAs possuem polimorfismos de tamanho de fragmen- 
tos de restrição (RFLPs, de restriction-fragment length poly- 
morphisms; Fig. 5.40). Como, com exceção dos gêmeos idênti- 
cos, cada indivíduo possui um conj unto único de RFLPs (o seu 
haplótipo), eles podem ser usados para fins de identificação. 

B. Vetores de clonagem 

Plasmídeos, vírus e cromossomos artificiais são usados como 
vetores de clonagem na engenharia genética. 
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FIGUR/l 5.39 Polimorfismos de tamanho de 
fragmentos de restrição. Uma alteração por mu- 
tação que afeta um sítio de restrição em um seg- 
mento de DNA altera o número e os tamanhos 
dos seus fragmentos de restrição. 
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FIGURA 5.40 Herança de RFLPs de acordo com as regras da 
genética mendeliana. Quatro alelos de um determinado gene, 
cada um caracterizado por marcadores de restrição diferentes, 
podem ocorrer em todas as combinações de dois a dois possí- 
veis e segregam independentemente a cada geração (círculos na 
figura superior representam fêmeas e quadrados representam 
machos). Na geração P (parental), dois indivíduos possuem 
hapló tipos heterozi góticos (CD e BD) e os outros dois possuem 
hapíó tipos homozigóticos (AA e BB) para o gene em questão. 
Os seus filhos, a geração F„ possuem os haplótipos AC ou BB. 
Consequentemente, cada indivíduo da geração F 2 (netos) her- 
dou um A ou C de sua mãe e um B de seu pai. A figura inferior 
representa uma eletroforese desses fragmentos de restrição 
aplicados em linhas paralelas. (Cortesia de Ray White, Univer- 
sity of Utah Medicai School, EUA.) 


a. Vetores de clonagem com base em plasmídeos 

Plasmídeos são moléculas de DNA de fita dupla circulares 
de 1 a 200 kb que contêm a maquinaria genética necessária, 


como uma origem de replicação (um sítio no qual a replica- 
ção do DNA é iniciada; Seção 30.3Ca), para permitir a sua 
propagação autônoma em um hospedeiro bacteriano ou em 
leveduras. Os plasmídeos podem ser considerados parasitos 
moleculares, mas, em muitas situações, eles beneficiam os 
seus hospedeiros suprindo funções que eles não possuíam, 
como resistência a antibióticos. Além disso, o surgimento 
amplo e alarmante de patógenos resistentes a antibióticos 
desde que esses fãrmacos começaram a ser utilizados é, em 
parte, o resultado da rápida proliferação de plasmídeos con- 
tendo genes que conferem resistência a antibióticos entre 
esses organismos. 

Alguns tipos de plasmídeos, que estão presentes em uma 
ou em poucas cópias por célula, replicam uma vez a cada di- 
visão celular, como faz o cromossomo bacteriano; diz-se que 
a replicação desses plasmídeos está sob controle estringente. 
A maioria dos plasmídeos usados na clonagem molecular, no 
entanto, está sob controle relaxado; eles estão normalmen- 
te presentes em um número de cópias por célula que pode 
variar de 10 até 700. Além disso, se a síntese de proteínas 
no hospedeiro bacteriano é inibida, por exemplo, pelo an- 
tibiótico cloranfenicol (Seção 32.3Gb), impedindo assim a 
divisão celular, esses plasmídeos continuam a replicar, até 
que tenham se acumulado entre 2 e 3 mil cópias por célula (o 
que representa aproximadamente a metade do DNA total da 
célula). Os plasmídeos que foram construídos (por técnicas 
de engenharia genética; Seção 5.5C) para o uso em clonagem 
molecular são relativamente pequenos, replicam sob contro- 
le relaxado, são portadores de genes especificando resistên- 
cia a um ou mais antibióticos e contêm vários sítios para en- 
donucleases de restrição convenientemente localizados, nos 
quais o DNA a ser clonado pode ser inserido. De fato, mui- 
tos vetores plasmidiais contêm um segmento de DNA curto 
(< 100 pb) e estrategicamente localizado, conhecido como 
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FIGURA 5.41 O vetor de clonagem pUC18. 

Um mapa de restrição do plasmídeo pUC18 
indica as posições dos seus genes amp R , lacZ' e 
lacl. O gene amp R confere resistência ao anti- 
biótico ampicilina (um derivado da penicilina; 
Seção 11. 3B); lacZ’ é uma forma modificada do 
gene lacZ , que codifica a enzima p-galactosidase 
(Seção 11.2B); e lacl codifica o repressor lac, 
uma proteína que controla a transcrição de lacZ 
(Seção 5.4Aa). O sítio de policlonagem, que co- 
difica um segmento polipeptídico de 18 resíduos 
inserido próximo à extremidade N-terminal da 
p-galactosidase, incorpora 13 sítios de restrição 
diferentes que não ocorrem em outras partes do 
plasmídeo. 
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sítio de policlonagem (polylinker) , que foi sinteticamente 
criado de modo a conter uma variedade de sítios de restrição 
que não estão presentes em qualquer outro lugar no plasmí- 
deo. O plasmídeo de E. coli denominado pUC18 (Fig. 5.41) 
é representativo dos vetores de clonagem atualmente em uso 
(“pUC” vem de “plasmid- Universal Cloning”, plasmídeo de 
clonagem universal). 

A expressão de um plasmídeo quimérico em um hospe- 
deiro bacteriano foi primeiramente demonstrada em 1973, 
por Herbert Boyer e Stanley Cohen. O hospedeiro bacteria- 
no incorpora um plasmídeo quando os dois são misturados 
em um processo cuja eficiência é grandemente aumentada 
na presença de cátions divalentes, como Ca 2 ", e por um rá- 
pido aquecimento a —42° C (que aumenta a permeabilidade 
celular ao DNA; essas células são chamadas de competen- 
tes para transformação). Apesar disso, um vetor plasmidial 
absorvido torna-se permanentemente estabelecido em seu 
hospedeiro bacteriano (transformação) com uma eficiência 
de somente —0,1%. 

Vetores plasmidiais não podem ser usados para a clona- 
gem de DNAs de mais de —10 kb. Isso ocorre porque o tem- 
po necessário para a replicação plasmidial aumenta com o 
tamanho do plasmídeo. Em consequência disso, plasmídeos 
intactos com grandes insertos não essenciais (para eles) são 
perdidos devido à proliferação mais rápida de plasmídeos 
que tenham eliminado esses insertos por deleções aleatórias. 



FIGURA 5.42 Micrografia eletrônica do bacteriófago X. O 

bacteriófago X reproduz-se em certas linhagens de E. coli. Ao 
ligar-se a uma E. coli suscetível, o DNA contido na “cabeça” da 
partícula virai é injetado, através da sua “cauda”, na célula bacte- 
riana, onde ele é replicado —100 vezes e empacotado para formar 
a progénie do fago (Seção 33.3). (Cortesia de A.F. Howatson. De 
Lewin, B., Gene Expression, Vol. 3, Fig. 5.23, Wiley [1977].) 


B. Vetores de clonagem com base em vírus 

O bacteriófago X (Fig. 5.42) é um veículo de clonagem alter- 
nativo que pode ser usado para a clonagem de DNAs de até 
16 kb. O terço central do genoma de 48,5 kb desse vírus não é 
necessário para a infecção pelo fago (Seção 33.3Aa) e pode, 
assim, ser substituído por DNAs exógenos de tamanho até 
um pouco maior, utilizando as técnicas discutidas na Seção 
5.5C. O DNA do fago quimérico pode então ser introduzido 
nas células hospedeiras, infectando-as com fagos formados a 
partir do DNA por meio de um sistema de empacotamento 
in vitro (Seção 33.3Bc). O uso dos fagos como vetores de clo- 
nagem possui a vantagem adicional de que o DNA quimérico 
é produzido em grandes quantidades e em uma forma facil- 
mente purificável. 

Fagos X podem ser usados para clonar até mesmo inser- 
tos de DNA maiores. O aparato virai que empacota o DNA 
nas cabeças dos fagos requer somente que o DNA possua 
uma sequência específica de 16 pb, conhecida como sítio cos, 
localizada em cada extremidade e que essas extremidades 
estejam separadas por 36 a 51 kb (Seção 33.3Bc). A coloca- 
ção de dois sítios cos separados pela distância apropriada em 
um vetor plasmidial produz, por meio de um sistema de em- 
pacotamento in vitro, um vetor chamado de cosmídeo, que 
pode conter DNAs exógenos de até —48 kb. Os cosmídeos 
não possuem genes de fagos e, portanto, ao serem introdu- 
zidos em uma célula hospedeira por uma infecção por fagos, 
reproduzem-se como plasmídeos. 

O bacteriófago filamentoso M13 (Fig. 5.43) é também 
um vetor de clonagem útil. Ele possui um DNA de fita sim- 
ples circular que está contido em um tubo proteico composto 
de —2.700 subunidades proteicas idênticas, arranjadas heli- 
coidalmente. Esse número, contudo, é controlado pelo tama- 
nho do DNA do fago que está sendo empacotado; a inserção 
de DNA exógeno em uma região não essencial do cromos- 
somo do M13 resulta na produção de partículas de fago 
maiores. Apesar dos vetores de clonagem Ml 3 não poderem 
manter de forma estável insertos de DNA > 1 kb, eles são 



FIG URA 5.43 Micrografía eletrônica do bacteriófago filamen- 
toso M13. Note que alguns filamentos parecem ser afilados 
em uma de suas extremidades (setas). (Cortesia de Robley 
Williams, Stanford University, e Harold Fisher, University of 
Rhode Island, EUA.) 
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FIGURA 5.44 Construção de uma molécula de DNA recombinante. Um fragmento de restrição é inserido em uma clivagem de 
restrição correspondente de um vetor de clonagem. As extremidades coesivas do vetor e do DNA exógeno anelam e são subse- 
quentemente ligadas de maneira covalente pela DNA íigase, produzindo assim um DNA quimérico, jfl, Ver Figuras animadas 


amplamente usados na produção de DNA para a análise de 
sequências (Seção 7.2Ba), pois esses fagos produzem direta- 
mente o DNA de fita simples requerido pela técnica. 

Os baculovírus são um grupo grande e diverso de vírus 
patogênicos que infectam principalmente insetos (mas não 
vertebrados, de modo que são seguros para o uso em labora- 
tório) e, assim, podem ser multiplicados em culturas de célu- 
las de insetos. Um segmento do DNA de fita dupla que forma 
o genoma de alguns desses vírus não é necessário para a repli- 
cação virai em culturas de tecidos de células de insetos e, as- 
sim, pode ser substituído por um DNA exógeno de até 15 kb. 

c. Vetores YAC e BAC 

Segmentos de DNA maiores do que aqueles que podem ser 
carregados por cosmídeos podem ser clonados em cromosso- 
mos artificiais de levedura (YACs, de yeast artificial chromoso- 
mes ) e em cromossomos artificiais bacterianos (BACs, de bac- 
terial artificial chromosomes). YACs são segmentos de DNA 
lineares que contêm toda a parafernália molecular necessária 
para a replicação em leveduras: uma origem de replicação (co- 
nhecida como sequência de replicação autônoma [ARS, de au- 
tonomously replicating sequence ]), um centrômero (o segmen- 
to cromossômico que liga o fuso durante a mitose e meiose) e 
os telômeros (as extremidades de cromossomos lineares que 
permitem que eles repliquem; Seção 30.4D). Os BACs, que 
replicam-se em E. coli, são derivados de plasmídeos circula- 
res que normalmente replicam longas regiões de DNA e são 
mantidos em um nível de aproximadamente uma cópia por cé- 
lula (propriedades similares àquelas de verdadeiros cromosso- 
mos). Esses vetores contêm as sequências mínimas necessárias 
para a replicação autônoma, o controle do número de cópias e 
a partição apropriada do plasmídeo durante a divisão celular. 
YACs e BACs contendo insertos de várias centenas de pares 
de quilobases têm sido clonados com sucesso. 

C. Manipulação gênica 

Um DNA a ser clonado é, em muitos casos, obtido como um 
fragmento de sequência definida pela aplicação de endonu- 
cleases de restrição (para os vetores Ml 3, a exigência das en- 
zimas de restrição por DNA duplex requer a conversão do 
DNA desse fago para a sua forma de fita dupla pelo uso da 
DNA-polimerase I). Lembre-se que a maioria das endonucle- 
ases de restrição cliva DNA duplex em sítios palindrômicos es- 
pecíficos, de modo a produzirem extremidades de fita simples 
que são complementares uma à outra (extremidades coesivas 


ou adesivas; Seção 5.5Aa). Dessa forma, como foi demonstra- 
do pela primeira vez em 1972, por Janet Mertz e Ron Davis, 
um fragmento de restrição pode ser inserido em uma clivagem 
feita em um vetor de clonagem peta mesma enzima de restri- 
ção (Fig. 5.44). As extremidades complementares ( coesivas ) 
dos dois DNAs associam-se especificamente sob condições de 
anelamento e são unidas ( ligadas ) covalentemente pela ação da 
DNA-ligase (Fig. 5.35; a DNA Íigase produzida pelo bacterió- 
fago T4 deve ser usada para clivagens de restrição que geram 
extremidades cegas, como as produzidas por Alui, EcoRN e 
Hae III; Tabela 5.4). Uma grande vantagem de utilizar-se uma 
enzima de restrição para a construção de um vetor quimérico é o 
fato do inserto de DNA poder ser removido precisamente do ve- 
tor clonado por sua clivagem com a mesma enzima de restrição. 

Se o DNA exógeno e o vetor de clonagem não possuem 
sítios de restrição em posições inócuas, eles ainda podem ser 
unidos, por meio de um procedimento desenvolvido por Dale 
Kaiser e Paul Berg, que utiliza a desoxinueleotidil-terminal- 
-transferase ( terminal- transfer ase). Essa enzima de mamíferos 
adiciona nucleotídeos ao grupo 3'-OH de uma cadeia de DNA; 
ela é a única DNA-polimerase conhecida que não requer um 
molde. A terminal-transferase e dTTP, por exemplo, podem 

DNA a ser clonado Vetor de clonagem 



Anelamento e ligação 

r 



DNA recombinante 


FIGURA 5.45 União de DNAs usando a terminal transferase. 

Dois fragmentos de DNA podem ser unidos pela geração de 
caudas homopoliméricas complementares pela ação da enzi- 
ma terminal transferase. As caudas de poli(dA) e de poli(dT) 
mostradas neste exemplo podem ser substituídas por caudas de 
poli(dC) e de poli(dG). 
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RGl<RÂ 5.46 Construção de uma molécula de DNA recombinante pelo uso de adaptadores oligonucleotídicos sintéticos. Neste 
exemplo, o adaptador e o vetor de clonagem possuem sítios de restrição para EcoR\ ( setas vermelhas). 


construir caudas de poli(dT) de —100 resíduos nas extremida- 
des 3' do segmento de DNA a ser clonado (Fig. 5.45). O vetor 
de clonagem é clivado enzimaticamente em um sítio especí- 
fico e as extremidades 3' do sítio de clivagem são estendidas 
de maneira similar com caudas de poli(A). As caudas homo- 
poliméricas complementares são aneladas, quaisquer lacunas 
resultantes de diferenças nas suas extensões são preenchidas 
pela DNA polimerase I e as fitas são unidas pela DNA ligase. 

Uma desvantagem da técnica mencionada anteriormen- 
te é a de que ela elimina os sítios de restrição que foram 
usados para gerar o inserto de DNA exógeno e para clivar o 
vetor. Pode, então, tornar-se difícil a recuperação do inserto 
a partir do vetor clonado. Essa dificuldade é superada por 
uma técnica na qual um linker (“conector”) palindrômico 
sintetizado quimicamente, que possui um sítio de restrição 
igual ao do vetor de clonagem, é adicionado a ambas as ex- 
tremidades do DNA exógeno (a síntese química de oligonu- 
cleotídeos é discutida na Seção 7.6 A). O linker é adicionado 
ao DNA exógeno por meio de ligação de extremidades cegas 
pela DNA-ligase de T4 e, depois, é clivado com a enzima de 
restrição apropriada para produzir as extremidades coesivas 
corretas para a ligação ao vetor (Fig. 5.46). 


a. As células transformadas corretamente devem ser 
selecionadas 

Tanto a transformação como a construção adequada de ve- 
tores quiméricos ocorre com baixa eficiência. Como podem 
então ser selecionados somente aqueles organismos hospe- 
deiros que foram transformados pelo vetor construído apro- 
priadamente? No caso de transformação por plasmídeos, isso 
é feito normalmente por meio de uma triagem (screening) 
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FIGURA 5.47 Clonagem de DNA exógeno em fagos X. Uma porção não essencial do genoma do fago pode ser substituída por 
um DNA exógeno e empacotada para formar uma partícula de fago infecciosa. Contudo, isso só pode ocorrer se o DNA exógeno 
for aproximadamente do mesmo tamanho que o segmento de DNA que ele substituiu, éío Ver Figuras animadas 


dupla utilizando antibióticos e/ou substratos cromogênicos 
(produtores de cor). Por exemplo, o plasmídeo pUC18 con- 
tém o gene lacZ' (Fig. 5.41; uma forma modificada do gene 
Z do óperon lac\ Fig. 5.25). O gene lacZ' codifica a enzima 
(3-galactosidase, que catalisa a hidrólise da ligação entre o Ol 
do açúcar fü-D-galactose e um substituinte. 

Assim, quando multiplicadas na presença de 5-bromo-4- 
-cloro-3-indoIil-p-D-galactosídeo (comumente conhecido 
como X-gal), uma substância incolor que, ao ser hidrolisada 
pela fl-galactosidase, libera um produto azul, células de E. 
coli transformadas por um plasmídeo pUC18 não modificado 
formam colônias azuis. Entretanto, células de E. coli trans- 
formadas por um plasmídeo pUC18 contendo um inserto de 
DNA exógeno na região do seu sítio de policlonagem formam 
colônias incolores, porque o inserto interrompe a sequência 
codificadora da proteína do gene lacZ' e, por isso, elas não 
apresentam atividade de fl-galactosidase. Bactérias que não 
conseguiram incorporar qualquer plasmídeo e que iriam, de 
outra forma, formar colônias incolores na presença de X-gal, 
são excluídas pela adição do antibiótico ampicilina (Fig. 11.25) 
ao meio de multiplicação. Bactérias que não contêm o plasmí- 
deo são sensíveis à ampicilina, enquanto bactérias contendo o 
plasmídeo irão multiplicar-se, pois o gene amp R do plasmídeo 
intacto confere resistência ao antibiótico. Genes como o amp R 
são, por isso, conhecidos como marcadores seletivos. 

Variantes geneticamente alteradas do fago X contêm 
sítios de restrição que flanqueiam o terço central dispensá- 
vel do genoma do fago (Seção 5.5Bb). Esse segmento pode, 
portanto, ser substituído, como descrito anteriormente, por 
um inserto de DNA exógeno (Fig. 5.47). O DNA somente 
é empacotado nas cabeças do fago se o seu tamanho for de 
75 a 105% dos 48,5 kb do genoma do X de tipo selvagem. 
Consequentemente, vetores de fago X que não tenham ad- 
quirido um inserto de DNA exógeno não são capazes de pro- 
pagar-se, porque são curtos demais para formarem partículas 
de fago infecciosas. Vetores cosmidiais estão sujeitos à mes- 
ma limitação. Além disso, cosmídeos clonados são produzi- 
dos em quantidade por seu reempacotamento em partículas 
de fagos. Assim, quaisquer cosmídeos que tenham perdido 


DNA suficiente por meio de deleções aleatórias que os tor- 
nem mais curtos do que o limite mencionado anteriormente 
não são recuperados. É por isso que os cosmídeos podem su- 
portar a proliferação de grandes insertos de DNA, enquanto 
a maioria dos outros tipos de plasmídeos não pode. 

D. A identificação de sequências específicas de DNA: 
Southern blotting 

Um DNA com uma sequência de bases específica pode ser 
identificado por meio de um procedimento desenvolvido por 
Edwin Southern, conhecido como a técnica de transferência 
de Southern ou, mais coloquialmente, como Southern blot- 
ting (Fig. 5.48). Esse procedimento tira vantagem da valiosa 
propriedade da nitrocelulose, que se liga tenazmente a DNA 
de fita simples (mas não a DNA de fita dupla) (membranas 
de náilon e de fluoreto de polivinilidina [PVDF] também 
possuem essa propriedade). Após a eletroforese em gel do 
DNA de fita dupla, o gel é imerso em uma solução de NaOH 
0,5 M, que converte o DNA à sua forma de fita simples. O 
gel é então coberto por uma folha de papel de nitrocelulose, 
que, por sua vez, é coberta por uma grossa camada de papel- 
-toalha, sendo todo o conjunto comprimido por uma placa 
pesada. Dessa forma, o líquido no gel é forçado através da ni- 
trocelulose (por absorção, blotting), de maneira que o DNA 
de fita simples liga-se a ela na mesma posição em que estava 
no gel (a transferência para a nitrocelulose pode ser alterna- 
tivamente obtida por um processo chamado electroblotting ). 
Após a secagem a vácuo da nitrocelulose a ~80°C, o que fixa 
permanentemente o DNA em posição, a folha é umedeci- 
da com uma quantidade mínima de solução contendo DNA 
de fita simples ou RNA marcado com 32 P (a “sonda”), que é 
complementar em sequência ao DNA de interesse. A folha 
úmida é mantida em uma temperatura adequada à renatura- 
ção por várias horas, a fim de permitir que a sonda anele-se 
à(s) sua(s) sequência(s)-alvo. Ela é então lavada para remo- 
ção da sonda radioativa não ligada, secada e, depois, autor- 
radiografada por sua colocação por algum tempo (horas a 
dias) sobre uma folha de filme de raios X. As posições das 
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FIGURA 5.48 Detecção de DNAs contendo sequências de bases 

moléculas que são complementares às sequências radioati- 
vas são indicadas por um escurecimento do filme revelado. 
Altemativamente, pode-se usar um phosphoimager, essen- 
cialmente um “filme eletrônico” que detecta radioatividade 
com dez vezes mais sensibilidade do que o filme de raio X. 

Um segmento de DNA contendo uma determinada se- 
quência de bases (p. ex., um RFLP) pode, dessa maneira, 
ser detectado e isolado. A sonda radioativa utilizada nesse 
procedimento pode ser o mRNA correspondente, se ele for 
produzido em quantidade suficiente para ser isolado (p. ex., 
os reticulódtos [células sanguíneas vermelhas imaturas], que 
produzem poucas proteínas além da hemoglobina [a proteína 
vermelha que transporta 0 2 no sangue] são ricos em mRNAs 
que a especificam). Alternativamente, o gene especificando 
uma proteína de sequência de aminoácidos conhecida pode 
ser encontrado a partir da síntese de uma sonda que sej a uma 
mistura de todos os oligonucleotídeos que, de acordo com o 


específicas pela técnica de transferência de Southern . 

código genético (Tabela 5.3), podem especificar um segmen- 
to do gene com baixo grau de degeneração (Fig. 5.49). 

O Southern blotting pode ser utilizado para o diagnóstico 
e a detecção pré-natal de doenças genéticas. Essas doenças fre- 
quentemente resultam de uma alteração específica em um úni- 
co gene , como uma substituição, uma deleção ou uma inserção 
de bases. A temperatura na qual a hibridização da sonda é 
feita pode ser aj ustada de maneira que somente um oligonu- 
cleotídeo que sej a perfeitamente complementar a toda exten- 
são do DNA irá hibridizar com ele. Mesmo uma única base 
não pareada irá resultar, sob as condições apropriadas, em 
falha na hibridização. Por exemplo, a doença genética ane- 
mia falciforme deriva de uma única alteração A T no gene 
especificando a subunidade |3 da hemoglobina, a qual causa a 
substituição de aminoácido Glu p6 — > Vai (Seção 7.3Aa). Um 
olinucleotídeo de 19 resíduos complementar ao segmento 
mutado do gene da anemia falciforme hibridiza, na tempera- 
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FIGURA 5.49 Uma sonda oligonucleotídica degenerada. Essa 
sonda é uma mistura de todos os oligonucleotídeos que podem 
codificar um segmento polipeptídico de sequência conhecida. 
Na prática, esse segmento é escolhido por conter uma grande 
proporção de resíduos especificados por códons de baixa de- 
generação. No segmento pentapeptídico mostrado aqui, Trp e 
Met são, cada um deles, especificados por somente um códon 
e Lys, Gin e Cys são, cada um deles, especificados por dois có- 
dons, que diferem somente nas suas posições terminais {azul e 
vermelho ; Tabela 5.3), para um total delx2x2x2xl = 8 
oligonucleotídeos. Os oligonucleotídeos são marcados com 32 P 
para utilização em Southern blotting. 


tura apropriada, com o DNA de homozigotos para o gene da 
anemia falciforme, mas não com o DNA de indivíduos nor- 
mais. Um oligonucleotídeo que seja complementar ao gene 
codificando a subunidade p da hemoglobina normal produzi- 
ria resultados opostos. O DNA de heterozigotos para anemia 
falciforme (os que possuem um gene da hemoglobina p com 
a mutação da anemia falciforme e um normal) hibridiza com 
ambas as sondas, mas em quantidades reduzidas em relação 
ao DNA dos homozigotos. As sondas de oligonucleotídeos 
podem, consequentemente, ser utilizadas no diagnóstico pré- 
-natal da anemia falciforme. (Note que a disponibilidade de 
testes genéticos fetais aumentou o número de nascimentos, 
pois vários casais que sabiam do risco que tinham em conce- 
ber uma criança geneticamente defectiva antes optavam por 
não ter filhos.) O uso de sondas de DNA também estão rapi- 
damente substituindo as técnicas de cultivo, mais lentas e me- 
nos acuradas, para a identificação de bactérias patogênicas. 

Em uma variação do procedimento de Southern blotting , 
DNAs específicos podem ser detectados ligando-se a sonda a 
uma enzima que gera um depósito colorido ou fluorescente 
sobre o material transferido, quando exposta aos reagentes 
adequados. Alternativamente, pode ser usada uma sonda que 
é ligada covalentemente a um corante que fluoresce quando 
estimulado por laser. Essas técnicas de detecção não radioati- 
vas são desejáveis na análise clínica, devido aos danos à saúde, 
problemas para descarte de resíduos e natureza mais incômo- 
da dos métodos radiográficos. Sequências de RNA específicas 
podem ser detectadas por meio de uma diferente variação da 
transferência de Southern, denominada, em um trocadilho, 
como transferência de Northern {Northern blot), na qual o 
RNA é imobilizado em papel de nitrocelulose e detectado 
pelo uso de sondas de RNA ou DNA complementares. 


E. Bibliotecas genômicas 

Para a clonagem de um determinado fragmento de DNA, 
é preciso primeiramente que ele seja obtido em uma forma 
relativamente pura. A magnitude dessa tarefa pode ser apre- 
ciada quando se percebe que, por exemplo, um fragmento de 


1 kb do DNA humano representa somente 0,000033 % de um 
genoma de 3 bilhões de pb. Um fragmento de DNA pode ser 
identificado por Southern blot a partir de uma digestão por 
restrição do DNA genômico sob investigação. Na prática, 
entretanto, é normalmente muito mais difícil de identificar 
um determinado gene de um organismo e depois cloná-lo 
do que clonar o genoma inteiro do organismo em fragmen- 
tos de DNA e depois identificar o(s) clone(s) contendo a(s) 
sequência(s) de interesse. Esse conjunto de fragmentos clo- 
nados é conhecido como biblioteca genômica. Uma biblio- 
teca genômica de um determinado organismo somente ne- 
cessita ser feita uma vez, pois ela pode ser perpetuada para 
utilização sempre que uma nova sonda tornar-se disponível. 

Bibliotecas genômicas são geradas de acordo com um 
processo conhecido como clonagem shotgun. O DNA cro- 
mossômico de um organismo é isolado, clivado em fragmentos 
de um tamanho clonável e inserido em um vetor de clonagem 
pelos métodos descritos na Seção 5.5B. O DNA é fragmen- 
tado pela digestão por restrição parcial (permitindo que a 
enzima de restrição atue somente por um tempo curto), em 
vez de total, de modo que a biblioteca genômica contenha re- 
presentantes intactos de todos os genes do organismo, inclu- 
sive daqueles cujas sequências contêm sítios de restrição. A 
fragmentação por quebras produzidas pela agitação rápida de 
uma solução de DNA ou por sonicação também é utilizada, 
porém ela requer tratamento adicional dos fragmentos para 
que eles sejam inseridos em vetores de clonagem. Bibliotecas 
genômicas foram produzidas para muitos organismos, incluin- 
do leveduras, Drosophila, camundongos e seres humanos. 

a. Muitos clones devem ser analisados para que seja obtido 
um gene de interesse 

O número de fragmentos de clivagem aleatória que devem 
ser clonados para garantir uma alta probabilidade de que uma 
dada sequência esteja representada pelo menos uma vez na 
biblioteca genômica é calculado como se segue: a probabilida- 
de P de que um conj unto de N clones contenha um fragmento 
que constitui a fração /, em pb, do genoma de um organismo é 

P = 1 - (1 - f) N [5.2] 

Consequentemente, 

N = log(l — P)Aog(l — f) [5.3] 

Assim, para ter P = 0,99 com fragmentos com extensão 
média de 10 kb, para o cromossomo de 4.639 kb de E. coli 
{f = 0,00216), N = 2.134 clones, enquanto, para o genoma 
de Drosophila (f — 0,0000566), N = 83.000. A utilização de 
bibliotecas genômicas com base em YACs ou BACs reduz 
grandemente, portanto, o esforço necessário para a obtenção 
de um dado segmento gênico a partir de um grande genoma. 

Como as bibliotecas genômicas não possuem um índice, 
é necessária uma triagem para a detecção da presença de um 
determinado gene. Isso é feito por um processo conhecido 
como hibridização de colônias ou hibridização in situ (Fig. 
5.50; do latim: in situ, em posição). As colônias de levedu- 
ras, as colônias bacterianas ou as placas de fagos clonadas 
que devem ser testadas são transferidas, por plaqueamento 
em réplica (Fig. 1.30), de uma placa-mestre para um filtro de 
nitrocelulose. O filtro é tratado com NaOH, que üsa as célu- 
las ou os fagos e desnatura o DNA, de modo que ele se liga 
à nitrocelulose (lembre que o DNA de fita simples liga-se 
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FIGURA 5.50 Hibridização de colônias ( in situ ). Essa técnica identifica os clones contendo um DNA de interesse. 


preferencialmente à nitrocelulose). O filtro é então secado 
para fixação do DNA em posição, tratado sob condições de 
anelamento com um sonda radioativa para o gene de interes- 
se, lavado e autorradiografado. Somente aquelas colônias ou 
placas contendo o gene procurado se ligarão â sonda e, assim, 
impressionarão o filme. Os clones correspondentes podem 
então ser recuperados a partir da placa-mestre. Usando essa 
técnica, mesmo ~1 milhão de clones de uma biblioteca genô- 
mica humana podem ser facilmente triados quanto à presen- 
ça de um determinado segmento de DNA. 
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FIGURA 5.51 Caminhada pelo cromossomo ( chromosome 
walking). Um segmento de DNA muito grande para ser se- 
quenciado inteiro é fragmentado e clonado. Um clone é isolado 
e o inserto de DNA que ele contém é sequenciado. Um peque- 
no fragmento do inserto, próximo a uma de suas extremidades 
é subclonado (clonado a partir de um clone) e utilizado como 
sonda para selecionar um clone contendo um inserto parcial- 
mente sobreposto a ele, o qual, por sua vez, é sequenciado. O 
processo é repetido de maneira a “caminhar-se” ao longo do 
cromossomo. A caminhada pelo cromossomo pode, obviamen- 
te, ser feita em ambas as direções. 


Muitos genes eucarióticos e agrupamentos gênicos co- 
brem enormes extensões de DNA (Seção 34.2); alguns con- 
sistem em > 1.000 kb. Com a utilização de bibliotecas ge- 
nômicas com base em plasmídeos, fagos ou cosmídeos, esse 
DNAs longos podem ser obtidos somente como uma série de 
fragmentos parcialmente sobrepostos (Fig. 5.51). Cada frag- 
mento gênico que venha a ser isolado é, por sua vez, utilizado 
como sonda para a identificação de um fragmento adjacente, 
mas parcialmente sobreposto, daquele gene, em um processo 
chamado de caminhada pelo cromossomo. A utilização de 
YACs e BACs, entretanto, reduz muito a demanda de traba- 
lho desse processo laborioso e passível de erros. 

F. A reação em cadeia da polimerase 

4 yo Ver Exploração guiada 3: PCR e mutagênese sítio-dirigida 

Embora as técnicas de clonagem molecular sej ani indispensá- 
veis para a pesquisa bioquímica moderna, o uso da reação em 
cadeia da polimerase (PCR) constitui-se em um método mais 
rápido e mais conveniente para amplificação de um segmento 
de DNA específico de até 6 kb. Nessa técnica (Fig. 5.52), que 
foi formulada em 1985 por Kary Mu: is, uma amostra de DNA 
desnaturada (com as fitas separadas) por calor é incubada com 
DNA-polimerase, dNTPS e dois oligonucleotídeos iniciadores 
cujas sequências flanqueiam o segmento de DNA de interesse, 
de modo a direcionarem a síntese de novas fitas complemen- 
tares pela DNA-polimerase. Ciclos múltiplos desse processo, 
cada um deles duplicando a quantidade de DNA presente, 
amplificam geometricamente o DNA a partir até mesmo de 
uma única cópia gênica. Em cada ciclo, as duas fitas do DNA 
duplex são separadas por desnaturação térmica a 95°C, a tem- 
peratura é depois reduzida para permitir que os iniciadores 
anelem-se aos segmentos complementares no DNA e que a 
DNA-polimerase direcione a síntese das fitas complementares 
(Seção 5.4C). A utilização de uma DNA-polimerase resistente 
a altas temperaturas, como aquelas das bactérias termofílicas 
Thermus aquaticus ( Taq DNA-polimerase) ou Pyroccocus 
furiosus (Pfu DNA-polimerase), ambas estáveis a 95°C, eli- 
mina a necessidade de adição de mais enzima a cada etapa de 
desnaturação. Portanto, na presença de quantidades suficien- 
tes de iniciadores e dNTPs, a PCR é executada simplesmente 
variando-se ciclicamente a temperatura em um aparelho auto- 
mático chamado termociclador. 
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FIGURí 5.52 A reação em cadeia da polimerase (PCR). Em 

cada ciclo da reação, as fitas do DNA dúplex são separadas 
por desnaturação térmica, a preparação é resfriada de modo a 
permitir que os iniciadores sintéticos de DNA anelem com os 
segmentos complementares em cada fita e sejam estendidos 
pela DNA-polimerase. O processo é então repetido por muitos 
ciclos. O número de fitas de “mesma extensão” duplica-se a 
cada ciclo após o segundo ciclo. 


Vinte ciclos de amplificação por PCR teoricamente au- 
mentam a quantidade da sequência-alvo em 2 20 ~ 10 6 vezes com 
alta especificidade (na prática, o número de cópias da sequên- 
cia-alvo duplica-se a cada ciclo da PCR, até que se acumule um 
número de complexos iniciador-molde maior do que aquele 
que a DNA polimerase é capaz de estender durante um ciclo, 
a partir do que a taxa de aumento da quantidade do DNA-alvo 
passa a ser linear em vez de geométrica; o rendimento verda- 
deiro é —20% do rendimento teórico). De fato, já foi demons- 
trado que o método amplifica um DNA-alvo presente somente 
uma vez em uma amostra de IO 3 células, demonstrando assim 
que ele pode ser utilizado sem uma prévia purificação do DNA 
(embora, como uma consequência dessa enorme amplificação, 
deva ser tomado um cuidado especial com a amostra de DNA 
de interesse, para que não seja contaminada por um DNA es- 
tranho semelhante em sequência ao que está sob investigação) . 
O DNA amplificado pode ser caracterizado por uma variedade 
de técnicas, incluindo a análise por RFLP, Southern blotting e 
sequenciamento direto (Seção 7.2A). A amplificação por PCR 
é, portanto, uma forma de “clonagem molecular livre de célu- 
las”, que pode conseguir, em um procedimento automático in 
vitro que requer em torno de 30 minutos, resultados que leva- 
riam dias ou semanas para serem obtidos por meio das técnicas 
de clonagem discutidas anteriormente. 

a. A PCR possui muitas aplicações 

A amplificação por PCR tornou-se uma ferramenta indispensá- 
vel em uma grande variedade de aplicações. Clinicamente, ela 
é utilizada para o diagnóstico rápido de doenças infecciosas e 
a detecção de eventos patológicos raros, como mutações que 
levam a câncer (Seção 19.3Ba). Na medicina forense, o DNA 
de um único fio de cabelo, espermatozóide ou gota de sangue 
pode ser utilizado para identificar o seu doador. Isso é mais 
comumente feito por meio da análise de repetições curtas em 
tandem (STRs, de short tandem repeats ), segmentos de DNA 
que contêm sequências de 2 a 7 pb repetidas, como (CA) n e 
(ATGC)„, que estão distribuídas por todo o genoma (p. ex., o 
genoma humano contém —100.000 STRs [CA]J. O número de 
repetições em tandem, n, é variável geneticamente para mui- 
tas STRs (especificamente para STRs [CA],,, n varia de 1 a 40) 
e, portanto, essas repetições são marcadores de individualida- 
de (como são os RFLPs). O DNA de uma determinada STR 
pode ser amplificado por PCR por meio do uso de iniciadores 
complementares a sequências únicas (não repetitivas) que flan- 
queiam a repetição. O número de repetições em tandem daque- 
la STR de um indivíduo em particular pode então ser deter- 
minado, tanto pela quantificação de sua massa molecular, por 
meio de eletroforese em gel de poliacrilamida (Seção 6.6C), 
como por sequenciamento direto (Seção 7.2A). A determina- 
ção desse número para várias STRs bem caracterizadas (aque- 
las cujos números de repetições foram determinados em muitos 
indivíduos de múltiplas origens étnicas), ou seja, do haplótipo 
de DNA, pode identificar inequivocamente o doador do DNA. 

As STRs também são amplamente utilizadas para com- 
provar ou refutar relacionamentos familiares. Por exemplo, 
uma tradição oral atribui a Thomas Jefferson, o terceiro 
presidente americano, a paternidade de um filho, Eston 
Hemings (nascido em 1808), cuja mãe era sua escrava Sally 
Hemings (dizia-se que Eston Hemings tinha uma semelhan- 
ça física surpreendente com Jefferson). Somente as extremi- 
dades do cromossomo Y sofrem recombinação (com o cro- 
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mossomo X) e o restante dele é passado sem alterações de 
pai para filho (exceto por eventuais mutações). A descober- 
ta de que os cromossomos Y dos descendentes da linhagem 
masculina de Eston Hemings e do irmão do pai de Jefferson 
(nenhum filho legítimo de Jefferson sobreviveu) possuíam 
haplótipos com base em STRs idênticos indicou que Thomas 
Jefferson provavelmente era mesmo o pai de Eston Hemings 
(embora isto também pudesse ser verdadeiro para qualquer 
um dos parentes masculinos contemporâneos de Jefferson). 

O RN A também pode ser amplificado por PCR por 
meio de sua transcrição reversa em uma fita complemen- 
tar de DNA (cDNA) pela ação de uma enzima chamada de 
DNA-polimerase dirigida por RNA (comumente conhecida 
como transcriptase reversa). Essa enzima, que é produzida por 
certos vírus contendo RNA conhecidos como retrovírus (Seção 
30.4C), utiliza um molde de RNA, mas, afora isso, é semelhan- 
te à DNA-polimerase I quanto à reação que ela catalisa. 

Variações da técnica de PCR têm encontrado nume- 
rosas aplicações. Por exemplo, DNA de fita simples (que 
é necessário para o sequenciamento de DNA; Seção 7.2A) 
pode ser rapidamente gerado por PCR assimétrica, técnica 
na qual uma pequena quantidade de um iniciador é utiliza- 
da, de modo que ele é exaurido após vários ciclos da PCR. 
Nos ciclos subsequentes, somente a fita estendida a partir do 
outro iniciador, o qual está presente em excesso, é sintetiza- 
da (note que a amplificação por PCR toma-se linear em vez 
de geométrica depois de um dos iniciadores ter se esgotado). 
Em casos nos quais os iniciadores podem anelar com mais 
de um sítio no DN A-alvo, podem ser utilizados iniciadores 
aninhados ( nested primers ) para garantir que somente a se- 
quência-alvo sej a amplificada. Nessa técnica, a amplificação 
por PCR é normalmente conduzida utilizando-se um par de 
iniciadores. Os produtos dessa amplificação são então am- 
plificados adicionalmente pelo uso de um segundo par de 
iniciadores, que se anelam ao DNA-alvo no interior da re- 
gião amplificada. É muito improvável que ambos os pares 
de iniciadores anelem incorretamente de maneira aninhada 
(próximos um do outro) com um DNA que não seja o de 
interesse e, portanto, somente o DNA-alvo será amplificado. 

b. Os neandertais não são ancestrais dos seres humanos 
modernos 

A PCR também é responsável, em grande parte, pelo flores- 
cimento da ciência da arqueologia molecular. Por exemplo, 
técnicas com base em PCR foram utilizadas por Svante Páãbo 
para determinar se os neandertais formam ou não uma es- 
pécie diferente dos seres humanos modernos. Os neandertais 
(Homo neandertalenses ; de Neanderthal, região da Alemanha 
onde foram encontrados os fósseis a partir dos quais eles fo- 
ram identificados) são hominídeos extintos que eram em tor- 
no de 30% maiores do que os seres humanos modernos e que 
aparentemente possuíam grande força muscular, testas baixas 
e supercüios projetados. De acordo com o registro fóssil, eles 
se extinguiram ~28.000 anos atrás, depois de terem habitado 
a Europa e oeste da Ásia por mais de 300.000 anos. Durante 
a parte final desse período, eles coexistiram com os ancestrais 
humanos diretos (que podem muito bem ter sido os respon- 
sáveis pela extinção dos neandertais). Assim, uma importante 
questão antropológica é se os neandertais constituiram uma 
raça antiga de Homo sapiens, ancestral aos seres humanos 
modernos, ou se era uma espécie separada. Evidências mor- 
fológicas têm sido citadas em suporte de ambas as possibilida- 


des. Uma maneira convincente para a solução dessa disputa 
seria a comparação das sequências de DNA de seres huma- 
nos modernos com as dos neandertais. 

O DNA foi extraído de uma amostra de 0,4 g de um osso 
de neandertal e o seu DNA mitocondrial (mtDNA) foi ampli- 
ficado por PCR (o mtDNA foi amplificado em vez do DNA 
nuclear porque as células contêm muitas mitocôndrias e, por 
isso, uma sequência de mtDNA é de 100 a 1.000 vezes mais 
abundante do que qualquer sequência de DNA nuclear). A 
sequência de mtDNA de neandertal foi comparada com a de 
986 linhagens humanas modernas de uma grande variedade de 
etnias e a de 16 linhagens comuns de chimpanzés (os paren- 
tes vivos mais próximos dos seres humanos modernos) . Uma 
árvore filogenética com base nas diferenças de sequência in- 
dica que seres humanos e chimpanzés divergiram (possuíram 
seu último ancestral comum) cerca de 4 milhões de anos atrás, 
que seres humanos e neandertais divergiram cerca de 660.000 
anos atrás e que os seres humanos modernos divergiram uns 
dos outros cerca de 150.000 anos atrás. Essas comparações de 
sequências indicam que os neandertais não contribuíram com 
informações genéticas significativas para a formação dos seres 
humanos modernos durante os seus muitos milhares de anos 
de coexistência e que, dessa forma, o Homo neandertalensis 
e o Homo sapiens são espécies separadas. Essa conclusão foi 
confirmada por uma análise semelhante de onze amostras de 
origem neandertal, a partir de diversas localidades na Europa. 

c. O DNA decai rapidamente na escala de tempo geológico 
Há registros na literatura a respeito de DNAs que foram 
amplificados por PCR a partir de fósseis com vários milhões 
de anos de idade e de insetos preservados em âmbar (uma 
resina de árvores fossilizada) que tinham idades de até 135 
milhões de anos (um fenômeno que formou a “base” para o 
romance e o filme “Parque dos Dinossauros”, Jurassic Park). 
Apesar disso, ao longo de períodos de tempo geológicos, o 
DNA se decompõe, principalmente pela hidrólise do arca- 
bouço açúcar-fosfato e de danos oxidativos às bases. Então, 
qual seria a idade máxima que poderia ser atingida por um 
fóssil antes que o seu DNA se decomponha além de qualquer 
possibilidade de reconhecimento? 

Os resíduos de aminoácidos em proteínas hidratadas ra- 
cemizam em uma taxa semelhante à taxa na qual o DNA se 
decompõe. Como as proteínas são muito mais abundantes 
nos organismos do que sequências de DNA específicas, as 
razões enantioméricas (D/L) de um resíduo de aminoácidos 
podem ser determinadas diretamente em vez de requererem 
algum tipo de amplificação, como no caso do DNA). A de- 
terminação, em uma variedade de espécimes arqueológicos 
cujas idades puderam ser autenticadas, da razão enatiomé- 
rica da Asp (o resíduo de amino ácido que racemiza mais 
rapidamente) mostrou que as sequências de DNA somente 
podem ser recuperadas de amostras nas quais a razão D/L da 
Asp é menor que 0,08. Esses estudos indicam que a sobrevi- 
vência de sequências de DNA reconhecíveis está limitada a 
alguns milhares de anos em regiões quentes, como o Egito, 
e a cerca de 100.000 anos em regiões frias, como a Sibéria. 
Parece, portanto, que os DNAs supostamente muito anti- 
gos resultaram, na realidade, de artefatos de amplificação 
de DNAs modernos contaminantes, particularmente aque- 
les de operadores humanos executando as amplificações de 
PCR. De fato, o DNA do fóssil de neandertal mencionado 
anteriormente havia se decomposto a um ponto que parecia 
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improvável que o seu DNA nuclear pudesse ter sido sequen- 
ciado com sucesso, razão pela qual o mtDNA foi amplificado 
em seu lugar (embora isso pudesse ser possível hoje com os 
métodos atuais de sequenciamento de DNA [Seção 7.2C]). 

Apesar do que visto anteriormente, há evidências con- 
fiáveis de que certos esporos bacterianos podem permane- 
cer viáveis quase que indefinidamente. Esporos bacterianos, 
que são formados por vários grupos de bactérias, incluindo 
os bacilos, sob condições adversas, funcionam para permitir 
a sobrevivência da bactéria até que as condições tornem-se 
favoráveis para a sua multiplicação. Esporos bacterianos 
possuem revestimentos proteicos espessos, têm o citoplas- 
ma parcialmente desidratado e mineralizado e o seu DNA 
é especificamente estabilizado por proteínas especializadas 
(Seção 29.1Ba). Desse modo, foi possível cultivar um baci- 
lo a partir de uma abelha preservada em âmbar por 25 a 40 
milhões de anos (Myr, de million years), depois da superfície 
do âmbar ter sido quimicamente esterilizada. De maneira se- 
melhante, um bacilo halófilo (que habita meios ricos em sal) 
foi cultivado a partir de uma minúscula (~9 |xL) inclusão de 
água salgada em um cristal de sal com superfície esterilizada, 
obtido a partir de um depósito de sal de 250 Myr de idade. 

G . Produção de proteínas 

Um dos usos mais importantes da tecnologia do DNA recom- 
binante é a produção de grandes quantidades de proteínas es- 
cassas e/ou novas. Esse é um processo relativamente simples 
para proteínas baeterianas: um gene estrutural (um gene que 
codifica uma proteína) clonado é inserido em um vetor de 
expressão, um plasmídeo ou vírus que contenha as sequên- 
cias controladoras de transcrição e tradução posicionadas 
apropriadamente para a expressão da proteína. Com a utili- 
zação de um plasmídeo de controle relaxado e de um promo- 
tor eficiente, a produção de uma proteína de interesse pode 
chegar a 30% do conteúdo proteico celular total da bactéria 
hospedeira. Esses organismos geneticamente modificados 
são chamados de superprodutores. 

Células baeterianas muitas vezes sequestram estas gran- 
des quantidades de proteína sem função (para a bactéria) 
em corpos de inclusão insolúveis e desnaturados (Fig. 5.53). 
Uma proteína extraída desses corpos de inclusão deve, por- 
tanto, ser renaturada, o que em geral é feito dissolvendo-a 
em uma solução de ureia ou de íons de guanidina (substân- 
cias que induzem a desnaturação de proteínas) 

O NHõ 

I! i! 

h 2 n— c— nh 2 h 2 n — c — nh 2 

Ureia Ion de guanidina 

e, depois, removendo lentamente o agente desnaturante por 
uma membrana através da qual ele passa, mas a proteína não 
(diálise ou ultrafiltração [Seção 6.3Bc]; a desnaturação e a 
renaturação de proteínas são discutidas na Seção 9.1 A). 

Uma estratégia para evitar essa dificuldade é modificar o 
gene da proteína de interesse de maneira que ela passe a ser 
precedida por uma sequênda-sinal bacteriana que determine 
que a maquinaria de síntese proteica de bactérias gram-ne- 
gativas, como E. coli, secrete a proteína para o espaço peri- 
plásmico (o compartimento entre a membrana plasmática e 
a parede celular baeterianas; sequências-sinal são discutidas 



FIG UR/ 5.53 Micrografia eletrônica de um corpo de inclusão 
da proteína pró-quimosina em uma célula de E. coli, (Cortesia 
de Teruhito Beppu, Nikon University, Japão.) 

na Seção 12.4Ba). A sequência-sinal é depois removida por 
uma protease bacteriana específica. Proteínas secretadas, 
que estão em número relativamente baixo, podem ser libera- 
das para o meio pelo rompimento osmótico (Seção 6.1B) da 
membrana externa da bactéria (Seção 1.1B; a parede celular 
bacteriana é porosa) , de modo que a purificação delas é bem 
mais simples do que a de proteínas intracelulares. 

Outro problema encontrado quando se produz uma pro- 
teína exógena é o de que a proteína pode ser tóxica para a 
célula hospedeira (p. ex., a produção de uma protease pode 
destruir as proteínas celulares), o que pode determinar a mor- 
te da cultura bacteriana antes que quantidades suficientes de 
proteína tenham sido produzidas. Uma maneira de contor- 
nar esse problema é colocar o gene que codifica a proteína 
tóxica sob o controle de um promotor induzível, como, por 
exemplo, o promotor lac, em um plasmídeo que também con- 
tenha o gene do repressor lac (Seção 5.4 Aa). Assim, a ligação 
do repressor lac ao promotor lac irá impedir a expressão da 
proteína exógena da mesma maneira que impede a expressão 
dos genes do óperon lac (Fig. 5.25a). Entretanto, depois das 
células terem se multiplicado até uma alta concentração, um 
indutor é adicionado, o que libera o repressor do promotor e 
permite a expressão da proteína exógena (Fig. 5.25b). Dessa 
maneira, as células são mortas, mas não antes de terem pro- 
duzido grandes quantidades da proteína exógena. Para o re- 
pressor lac, o indutor de escolha é o isopropiltiogalactosídeo 
(IPTG; Seção 31.1Aa), um análogo sintético não metabolizá- 
vel do indutor natural do repressor lac, a alolactose. 

Um problema associado à inserção de um segmento de 
DNA em um vetor, como está indicado na Fig. 5.44, é o de que 
qualquer par de extremidades coesivas que tenha sido produ- 
zido por uma determinada enzima de restrição pode ser liga- 
do. Consequentemente, os produtos de uma reação de ligação 
irão incluir vetores, insertos e suas várias combinações liga- 
dos em tandem (um após o outro), tanto em arranjos lineares 
como circulares. Além disso, no caso de sistemas de expres- 
são, 50% dos genes estruturais que são inseridos nos vetores 
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de expressão circulares irão ligar-se de forma invertida em re- 
lação às sequências controladoras da transcrição e da tradução 
do vetor e, portanto, não serão expressas adequadamente. A 
eficiência do processo de ligação pode ser grandemente au- 
mentada pelo uso da clonagem direcional (Fig. 5.54). Nesse 
processo, duas enzimas de restrição diferentes são emprega- 
das para gerar dois tipos diferentes de extremidades coesivas, 
tanto no inserto como no vetor. Nos sistemas de expressão, os 
sítios de restrição para essas enzimas estão arranjados de tal 
maneira que o gene estrutural somente pode ser inserido no 
vetor na orientação correta para a sua expressão. 
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FIGURA 5.54 Construção de uma molécula de DNA reconi- 
binante por clonagem direcional. São utilizadas duas enzimas 
de restrição que produzem extremidades coesivas distintas, de 
modo que o fragmento de DNA exógeno somente possa ser 
inserido no vetor de clonagem em uma orientação. 


a. Proteínas eucariõticas podem ser produzidas em bactérias 
e em células eucariõticas 

A síntese de uma proteína eucariótica em um hospedeiro 
procariótico apresenta vários problemas não encontrados 
para a expressão de proteínas de procariotos: 

1. Os elementos de controle eucarió ticos para a síntese de 
RN A e de proteínas não são reconhecidos pelos hospedeiros 
bacterianos. 

2. As bactérias não possuem a maquinaria celular para a 
excisão dos íntrons que estão presentes na maioria das célu- 
las eucariõticas, ou seja, bactérias não são capazes de fazer o 
splicing gênico (Seção 5.4Ac). 

3. As bactérias não possuem os sistemas enzimáticos para 
realização do processamento pós-traducional específico que 
muitas proteínas eucariõticas requerem para suas atividades 
biológicas (Seção 32.5) . Notavelmente, as bactérias não glico- 
silam proteínas (embora, em muitos casos, a glicosilação não 
pareça afetar a função da proteína) . 

4. As proteínas eucariõticas podem ser degradadas prefe- 
rencialmente pelas proteases bacterianas (Seção 32.6A). 

O problema da falta de reconhecimento dos elementos 
de controle eucarióticos pode ser eliminado pela inserção da 
porção codificadora da proteína de um gene eucariótico em 
um vetor contendo os elementos controladores bacterianos 
corretamente posicionados. A necessidade de excisão dos 
íntrons pode ser contornada pela clonagem do cDNA do 
mRNA maduro da proteína. Alternativamente, genes codifi- 
cadores de proteínas pequenas, de sequências conhecidas, po- 
dem ser sintetizados quimicamente (Seção 7.6A). Contudo, 
nenhuma dessas estratégias é aplicável universalmente, pois 
poucos mRNAs são suficientemente abundantes para serem 
isolados e porque os genes que codificam muitas proteínas 
eucariõticas são muito maiores do que o tamanho de sequên- 
cia que pode ser atualmente sintetizado de maneira confiável. 
Da mesma forma, nenhuma estratégia geral foi desenvolvida 
para a modificação pós-traducional de proteínas eucariõticas. 

A proteólise bacteriana preferencial de certas proteí- 
nas eucariõticas pode ser impedida pela inserção do gene 
eucariótico após um gene bacteriano, de modo que ambos 
tenham a mesma fase de leitura. A proteína híbrida ou de 
fusão resultante possui um polipeptídeo N-terminal de ori- 
gem bacteriana que, em alguns casos, impede que as prote- 
ases bacterianas reconheçam o segmento eucariótico como 
de origem exógena. A purificação da proteína de fusão pode 
ser amplamente facilitada pelas propriedades de ligação es- 
pecíficas da sua porção N-terminal, por meio de um processo 
conhecido como cromatografia de afinidade (Seção 6.3C). 
Além disso, a formação da proteína de fusão pode tornar 
solúvel a sua porção C-terminal, que, de outra forma, seria 
insolúvel. Os dois segmentos polipeptídicos podem ser poste- 
riormente separados por tratamento com uma protease, que 
cliva especificamente um sítio suscetível inserido por enge- 
nharia genética no limite entre os segmentos (ver a seguir). 

O desenvolvimento de vetores de clonagem que se pro- 
pagam em hospedeiros eucarióticos, como leveduras ou cé- 
lulas animais em cultura, levou à eliminação de muitos dos 
problemas mencionados anteriormente (embora o processa- 
mento pós-traducional e, em particular, a glicosilação pos- 
sam variar entre diferentes eucariotos). Vetores com base 
em baculovírus, que se replicam em células de inseto em 
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cultura, têm sido particularmente bem-sucedidos quanto a 
este aspecto. Além disso, há a disponibilidade de vetores de 
transferencia (shuttle vectors), que podem propagar-se tanto 
em leveduras como em E. coli e, assim, transferir ( shuttle ) 
genes entre esses dois tipos de células. 

b. A produção de proteínas recombinantes tem importantes 
consequências práticas 

A capacidade de sintetizar uma determinada proteína em gran- 
des quantidades teve um enorme impacto médico, agrário e 
industrial. Dentre aquelas que estão em uso clínico rotineiro 
estão a insulina humana (um hormônio polipeptídico que re- 
gula o metabolismo energético e cuja administração é neces- 
sária para a sobrevivência em alguns tipos de diabetes; Seção 
27.3B), o hormônio do crescimento humano (somatotropina, 
que induz a proliferação de músculos, ossos e cartilagens e é 
utilizada para estimular o crescimento de crianças de estatu- 
ra anormalmente baixa (Seção 19.11); antes do advento das 
técnicas de DNA recombinante, a somatotropina era apenas 
disponível em pequenas quantidades oriundas das hipófises de 
cadáveres), eritropoctina (um fator de crescimento proteico 
secretado pelos rins, que estimula a produção de hemácias e 
é utilizado no tratamento de anemia resultante de doenças re- 
nais), vários tipos de fatores estimuladores de colônias (que es- 
timulam a produção e a ativação de leucócitos e são utilizados 
clinicamente em contraposição aos efeitos letais da quimiote- 
rapia sobre leucócitos e para facilitação de transplantes de me- 
dula) e o atirador de plasminogênio de tipo tecidual (t-PA, tis- 
sue-type plasminogen activator, que é utilizado para promover 
a dissolução de coágulos sanguíneos responsáveis por ataques 
cardíacos e derrames cerebrais; Seção 35. 1F). Vacinas sinté- 
ticas, consistindo em componentes inofensivos mas imunogê- 
nicos de patógenos, por exemplo, vacina da hepatite B , estão 
eliminando os riscos decorrentes da utilização de vírus ou bac- 
térias atenuadas, além de estarem tornando possíveis novas 
estratégias para o desenvolvimento de vacinas. A utilização de 
fatores de coagulação sanguínea recombinantes no tratamento 
de indivíduos com a doença genética hemofilia (na qual esses 
fatores são defectivos; Seção 35.1Da) substituiu a necessidade 
de extrair essas escassas proteínas de grandes quantidades de 
sangue humano e, assim, eliminou o alto risco que os hemofí- 
licos corriam anteriormente de contraírem hemopatias, como 
a hepatite e a Aids. Há bastante tempo é reconhecido que a 
somatotropina bovina (ST bovina estimula a produção de 
leite em vacas leiteiras em —15%. Contudo, a sua utilização 
somente tornou-se economicamente viável com o advento da 
tecnologia do DNA recombinante, pois, anteriormente, a ST 
bovina somente podia ser obtida em pequenas quantidades a 
partir de pituitárias glândulas hipófise bovinas. A somatotropi- 
na suína recombinante (ST suína), que é administrada a leitões 
em crescimento, induz um ganho de peso —15% maior com 
—20% menos alimentação, ao mesmo tempo em que determi- 
na a produção de uma carne mais magra. 

c. A mutagênese sítio-di rígida e a mutagêne de cassete 
geram proteínas com alterações de sequência específicas 

De igual importância para a produção de proteínas é a capa- 
cidade de adequá-las a aplicações específicas a partir da alte- 
ração de suas sequências de aminoâcidos em sítios específicos. 
Isso é frequentemente feito por meio de um método desen- 
volvido por Michael Smith, conhecido como mutagênese 
sítio -dirigida. Nessa técnica, um oligonucleotídeo contendo 
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FIGURA 5.55 Mutagênese sítio-dirigida. Um oligonucleotí- 
deo sintetizado quimicamente que incorpora as alterações de 
bases desejadas é hibridizado com o DNA contendo o gene a 
ser alterado (fita verde). O inidador malpareado é então es- 
tendido pela DNA-polimerase I, gerando dessa forma o gene 
mutado (fita azul). O gene mutado pode ser subsequentemente 
inserido em um organismo hospedeiro apropriado, de maneira 
a produzir o DNA mutante, ou o RNA correspondente a ele, 
em quantidade, produzir uma proteína alterada especificamen- 
te, e/ou gerar um organismo mutante, Ver Figuras animadas 


um segmento gênico curto com a sequência de bases alterada 
desejada, correspondente à nova sequência de aminoâcidos 
(e sintetizada pelas técnicas discutidas na Seção 7.6Aa), é 
utilizado como um iniciador na replicação do gene de inte- 
resse, mediada pela DNA-polimerase I. Esse iniciador pode 
ser projetado de modo a hibridizar com a sequência de tipo 
selvagem correspondente se apresentar somente alguns pares 
de bases malpareados e, ao serem estendidos pela DNA-poli- 
merase I, produz o gene alterado desejado (Fig. 5.55). O gene 
alterado pode então ser inserido em um organismo adequado 
por meio das técnicas discutidas na Seção 5.5C e amplifica- 
do (clonado) em quantidade. De maneira semelhante, a PCR 
pode ser utilizada como um veículo para a mutagênese sítio- 
-dirigida, simplesmente pela utilização de um iniciador muta- 
do na amplificação de um gene de interesse, de forma que o 
DNA resultante contenha a sequência alterada. 

Por meio de mutagênese sítio-dirigida, o desenvolvimen- 
to de uma forma variante da protease bacteriana subtilisina 
(Seção 15.3Bb), na qual a Met 222 foi alterada para Ala (Met 
222 —> Ala ou M222A), permitiu a sua utilização em deter- 
gentes de roupas que contêm alvejante (que inativa em gran- 
de parte a subtilisina de tipo selvagem pela oxidação da Met 
222). Anticorpos monoclonais (espécies únicas de anticorpos 
produzidas por clones de células produtoras de anticorpos; 
Seções 6.1Da e 35.2Bd) podem ser dirigidos contra proteí- 
nas específicas e, por isso, são utilizados como agentes an- 
titumorais. Entretanto, como os anticorpos monoclonais da 
maneira como são normalmente produzidos são proteínas de 
camundongo, eles não são eficazes como agentes terapêuti- 
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cos, pois seres humanos montam uma resposta imune contra 
proteínas de origem murina. Essa dificuldade tem sido con- 
tornada pela “humanização” dos anticorpos monoclonais, 
substituindo-se as sequências específicas de camundongos 
pelas de seres humanos (as quais o sistema imune humano 
ignora) por meio de mutagênese sítio-dirigida. Desta forma 
o anticorpo monoclonal conhecido como tratuzumab (nome 
comercial Herceptin), que se liga especificamente ao recep- 
tor do fator de crescimento HER2 que é superexpresso em 
25% dos cânceres de mama, bloqueia a atividade de sinali- 
zação do crescimento de HER2, causando assim a parada do 
crescimento do tumor e até sua regressão. 

Em uma técnica de mutagênese alternativa, chamada de 
mutagênese de cassete ( cassette mutagenesis ) , oligonucleo- 
tídeos complementares contendo a(s) mutação (ões) de inte- 
resse são sintetizados quimicamente (Seção 7.6Aa) e anelados 
para criarem um “cassete” de fita dupla. O cassete é então 
ligado ao gene-alvo, que deve, portanto, conter um sítio de 
restrição único posicionado adequadamente (o qual pode ser 
introduzido pela mutagênese sítio-dirigida; o cassete deve, é 
claro, possuir as extremidades coesivas correspondentes). Se 
o cassete deve substituir um segmento previamente existen- 
te, o gene-alvo deve conter dois sítios de restrição, se possível 
diferentes, flanqueando o seu segmento a ser substituído. A 
mutagênese de cassete é particularmente útil para a inserção 
de pequenas sequências peptídicas na proteína de interesse 



FIGURA 5.56 Uso da GFP como um gene-repórter. O gene 
da GFP foi colocado sob o controle do promotor do gene per de 
Drosophila e transformado em Drosophila. O gene per codifica 
uma proteína-relógio ( clock protein ) que está envolvida no con- 
trole do ritmo circadiano (diário) da drosófila. A intensidade da 
fluorescência verde da cabeça isolada da mosca vista aqui, que 
também ocorre em outras partes do corpo, segue um padrão de 
oscilação diário que pode ser reinicializado por luz. Essas obser- 
vações indicam que células individuais de Drosophila possuem 
fotorreceptores e sugerem que cada uma dessas células possui 
um relógio independente. Evidentemente, a cabeça, a qual acre- 
ditava-se anteriormente que era o oscilador- mestre da mosca, 
não coordena todos os seus ritmos. (Cortesia de Steve A. Kay, 
The Scripps Research Institute, La Jolla, Califórnia, EUA.) 


(p. ex., para a introdução de um sítio-alvo proteolítico para 
a clivagem de uma proteína de fusão), quando uma região 
específica da proteína está para ser submetida à mutagênese 
extensiva e/ou repetitiva, e para a geração de proteínas con- 
tendo todas as sequências possíveis em um segmento curto (a 
partir da síntese de uma mistura de cassetes contendo todas as 
variantes possíveis dos códons correspondentes; Seção 7.6C). 

Ao longo de todo este livro, serão vistos diversos exemplos 
de funções proteicas sendo caracterizadas por mutagênese, 
pela substituição de um ou mais resíduos ou de um segmento 
polipeptídico específico suspeito de possuir um papel funcio- 
nal ou estrutural importante. De fato, a mutagênese tornou-se 
uma ferramenta indispensável na prática de enzimologia. 

d. Genes-repórter podem ser utilizados para monitoramento 
da atividade transcricional 

A frequência na qual um gene estrutural é expresso de- 
pende das suas sequências controladoras a montante. 
Consequentemente, a frequência de expressão de um gene 
pode ser monitorada pela substituição de sua porção codifi- 
cadora de proteína ou por sua fusão em fase com um gene 
que expressa uma proteína cuj a presença pode ser facilmen- 
te determinada. Um exemplo já familiar desse tipo de gene- 
-repórter é o gene lacZ na presença de X-gal (Seção 5.5Ca), 
pois o seu nível de expressão é facilmente quantificado pela 
intensidade da cor azul que é gerada. Embora muitos genes- 
-repórter tenham sido desenvolvidos, aquele que vem tendo a 
maior utilização codifica a proteína fluorescente verde (GFP, 
de green fluorescent protein). A GFP, um produto da medusa 
bioiuminescente Aequorea victoría, fluoresce com um pico no 
comprimento de onda de 508 nm (luz verde) quando irradia- 
da por UV ou luz azul (otimamente de 400 nm). Essa pro- 
teína não tóxica, cujo uso foi iniciado por Osuma Shimomura 
e Martin Chalfie, é intrinsicamente fluorescente; seu grupa- 
mento de emissão de luz é o produto da ciclização espontânea 
e da oxidação por 0 2 dos três resíduos consecutivos, Ser-Tyr- 
Gly, para gerar um sistema conjugado de ligações duplas que 
dá à proteína suas propriedades fluorescentes. 
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FIGURA 5.57 Fluorescência de soluções de GTP e dez de 
suas variantes. Note que cada uma dessas proteínas fluoresce 
com uma cor diferente. [Cortesia de Roger Tsien, University of 
Califórnia em San Diego, EUA.] 

Portanto, a GFP não requer qualquer substrato ou pequenas 
moléculas que atuem como cofatores, como no caso de ou- 
tras proteínas altamente fluorescentes. A sua presença pode, 
então, ser monitorada pelo uso de luz UV ou de um fluorí- 
metro e a sua localização celular pode ser determinada por 
microscopia de fluorescência (Fig. 5.56). Consequentemente, 
quando o gene da GFP é colocado sob o controle do gene 
que expressa uma determinada proteína (a fluorescência da 
GFP não é afetada pela formação de uma proteína de fu- 
são) , a atividade de expressão proteica pode ser facilmente 
determinada. De fato, diversas variantes da GFP, com con- 
juntos distintos de comprimentos de onda de excitação e de 
emissão, foram desenvolvidas por Roger Tsien por meio da 
engenharia genética (Fig. 5.57) e, em consequência disso, a 
atividade de expressão de vários genes diferentes pode ser 
monitorada simultaneamente. Além disso, o desenvolvimen- 
to de variantes da GFP sensíveis a pH permite o monitora- 
mento do pH de compartimentos subcelulares. 

H . Organismos transgênicos e terapia genica 

Para muitas aplicações, é preferível alterar um organismo 
intacto, em vez de somente uma proteína - a verdadeira en- 
genharia genética. Organismos multicelulares expressando 
um gene exógeno (de outro organismo) são chamados de 
transgênicos e os genes exógenos transplantados são fre- 
quentemente referidos como transgenes. Para que a alte- 
ração seja permanente, isto é, seja herdável, um transgene 
deve ser integrado de forma estável nas células germinati- 



FIGURA 5.58 Microinjeção de DNA no pró-núcleo de um 
óvulo fecundado de camundongo. O óvulo está sendo mantido 
em posição por uma delicada sucção feita pela pipeta à 
esquerda. (Science Vu/Visuals Unlimited.) 


vas do organismo. Em camundongos, com técnicas iniciadas 
por Mario Capecchi, Martin Evans e Oliver Smithies, isso é 
conseguido por microinjeção (transfecção) do DNA codifi- 
cando as características alteradas desejadas em um pró -nú- 
cleo de um óvulo fecundado (Fig. 5.58; um óvulo fecundado 
contém dois pró-núcleos, um do espermatozóide e outro do 
óvulo, que acabam por se fusionarem para formarem o nú- 
cleo do embrião unicelular) e sua implantação no útero de 
uma mão adotiva. O DNA integra-se em uma posição alea- 
tória no genoma do pró-núcleo por meio de um mecanismo 
pouco compreendido. Alternativamente, uma célula-tronco 
embrionária (uma célula embrionária indiferenciada que 
pode dar origem, in utero, a um organismo completo) pode 
ser transfectada com um gene alterado, que ocasionalmente 
substitui o gene normal correspondente por recombinação. 
Um gene normal pode, dessa forma, ser “nocauteado” (ina- 
tivado permanentemente) por transfecção com uma versão 
defectiva. Para qualquer um desses métodos, o cruzamento 
de heterozigotos para o gene alterado produz uma progénie 
homozigota para a alteração. A utilização de camundongos 
transgênicos e, em particular, de camundongos nocauteados, 
tem aumentado muito os conhecimentos a respeito da ex- 
pressão gênica de vertebrados (Seção 34.3). 

a. Os organismos transgênicos têm muitas aplicações 
Estão sendo desenvolvidos procedimentos para a geração 
de animais de produção transgênicos, entre os quais vacas, 
cabras, porcos e ovelhas. Então, os animais poderão ser in- 
duzidos a crescerem mais consumindo menores quantidades 
de alimento e/ou ser resistentes a determinadas doenças, 
embora isso vá exigir um entendimento dos genes envolvi- 
dos maior do que o atualmente disponível. Uma aplicação 
intrigante para animais de produção transgênicos é a utiliza- 
ção deles para a secreção, no seu leite, de proteínas de uso 
farmacêutico, como o hormônio do crescimento humano e 
fatores de coagulação sanguínea. É esperado que uma vaca 
transgênica, por exemplo, possa produzir várias gramas de 
uma proteína exógena por litro de leite (dezenas de quilogra- 
mas por ano), o que significaria uma produção muito mais 
econômica do que aquela proporcionada por bactérias. Um 
pequeno rebanho destes chamados “ pharm animais” (“ani- 
mais farmacêuticos”, um trocadilho com farm animais, ani- 
mais de fazenda) poderia suprir a demanda mundial de uma 
determinada proteína de aplicação medicinal. 

Transplantes de órgãos como coração, pulmões, fígado e 
rins entre seres humanos (em um processo conhecido como 
alotransplante; do grego: allos, outro) tem salvado dezenas 
de milhares de vidas desde o final dos anos 1960. Entretanto, 
a demanda de órgãos transplantáveis tem superado de tal 
maneira o suprimento disponível, que somente em torno 
de 5 % dos órgãos necessários nos Estados Unidos têm sido 
disponibilizados. Essa escassez de órgãos poderia ser inteira- 
mente eliminada se órgãos de animais do tamanho de seres 
humanos, como porcos, pudessem ser utilizados nos trans- 
plantes (em um processo conhecido como xenotransplantes; 
do grego: xenos, estranho ou estrangeiro). Porém, o xeno- 
transplante de um órgão suíno em um ser humano resulta na 
destruição do órgão em apenas seis minutos devido a uma 
série de reações mediadas pelo sistema do complemento, que 
é desencadeada pelos antígenos exógenos que revestem os 
vasos sanguíneos do xenoenxerto (o sistema do complemen- 
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to constitui a primeira linha de defesa imunológica do corpo; 
Seção 35.2F). Essa rejeição hiperaguda ocorre porque o teci- 
do suíno não possui as proteínas humanas que inibem o sis- 
tema do complemento humano. Entretanto, quando órgãos 
de porcos transgênicos para essas proteínas inibitórias huma- 
nas foram transplantados em babuínos, não ocorreu rejeição 
hiperaguda. Assim, embora nem todos os problemas dos 
xenotransplantes tenham sido eliminados (babuínos com co- 
rações suínos transplantados sobreviveram por seis meses), 
parece agora provável que as técnicas de engenharia genética 
vão finalmente tornar os xenotransplantes uma alternativa 
prática em relação aos alo transplantes. 

Plantas transgênicas estão se tornando cada vez mais dis- 
poníveis, prometendo uma extensão significativa da “revolu- 
ção verde”, que vem mudando a face da agricultura em todo o 
mundo desde os anos 1950. Por exemplo, durante a esporuia- 
ção, várias linhagens do micróbio de solo Bacillus thuringien- 
sis (Bt) expressam proteínas que se ligam especificamente às 
células intestinais de certos insetos, de modo a lisá-las e a ma- 
tar o inseto por inanição e infecção. Essas 8-endotoxinas (tam- 
bém conhecidas como proteínas-cristal, porque os esporos de 
Bt as contêm em forma microcristalina) são inócuas para ver- 
tebrados e, por isso, os esporos de Bt têm sido utilizados para 
o controle de pestes como a mariposa cigana ( Lymantria dís- 
par). Infelizmente, a Bt decai após um curto espaço de tempo. 
Porém, o gene da S-endotoxina foi clonado no milho, ao qual, 
por exemplo, ele confere proteção contra a broca do milho 
europeia (Ostrinia nubilalis, uma praga comercialmente signi- 
ficativa, que passa grande parte do seu ciclo vital no interior 
de pés de milho, ficando praticamente, inacessível a insetici- 
das químicos). O uso do chamado milho Bt, que agora é am- 
plamente cultivado nos Estados Unidos, tem reduzido gran- 
demente a necessidade de utilização de inseticidas químicos. 
Genes da 8-endotoxina foram também clonados com sucesso 
em várias outras plantas de significância agronômica, incluin- 
do a batata, a soja e o algodão. 

Dentre as propriedades das plantas cultivadas que foram 
geradas por engenharia genética estão o aumento da resistên- 
cia a herbicidas (o que permite uma utilização mais seletiva 
de herbicidas para o controle de ervas daninhas); a resistên- 
cia a vírus, bactérias e fungos; a possibilidade de controle do 
amadurecimento (para permitir que uma colheita seja comer- 
cializada no momento ideal); alterações na arquitetura de 
plantas, como na altura (que podem aumentar a produtivida- 
de das colheitas); a tolerância aumentada a estresses ambien- 
tais, como frio, calor, aridez e salinidade; e a presença mo- 
dificada ou adicional de vitaminas, amido, proteínas e óleos 
(para aumento das propriedades nutricionais e produção de 
suprimentos sustentáveis de matérias-primas). Por exemplo, 
foi desenvolvida uma linhagem de arroz que contém os genes 
que codificam as enzimas que sintetizam p-caroteno (Seção 
24.2Ad), um pigmento cor de laranja precursor da vitamina 
A. Este arroz modificado geneticamente, denominado arroz 
dourado (Fig. 5.59), poderia aliviar a deficiência em vitamina 
A, que atinge —400 milhões de pessoas e causa aproximada- 
mente —1,5 milhões de mortes e 400.000 casos de cegueira ir- 
reversível por ano, principalmente em crianças. Infelizmente, 
o medo irracional de organismos modificados geneticamente, 
estimulado por certas organizações ambientais e antiglobali- 
zação, levou a um emaranhado de regulamentos sobre culti- 
vares transgênicos que, até hoje, impediram que o arroz dou- 



FIGURA 5.59 Arroz dourado. Os grãos de arroz à esquerda 
são do tipo selvagem. Os grãos à direita foram modificados 
geneticamente para sintetizar p-caroteno, que lhes dã a cor 
amarela. (Cortesia de Golden Rice Humanitarian Board, http:// 
www.goldenrice.org.) 

rado tenha sido disponibilizado para produtores nos países 
mais pobres onde a deficiência de vitamina A é frequente. 

b. A terapia gênica possui um enorme potencial medicinal 
A terapia gênica, a transferência de material genético novo 
para as células de um indivíduo resultando em benefícios tera- 
pêuticos para ele próprio, tem estado sob investigação clínica 
desde 1990, quando W. French Anderson e Michael Blaese 
empregaram essa tecnologia em duas crianças (Seção 28 .4 A), 
em um esforço para aliviar a doença da imunodeficiência gra- 
ve combinada (SCID, de severe combined immunodeficiency 
disease ; qualquer uma de várias doenças genéticas que prej u- 
dicam tanto o sistema imune que a vítima precisa ser mantida 
em um ambiente estéril para sobreviver). Atualmente, são 
conhecidas em torno de 4.000 doenças genéticas, que são, por- 
tanto, alvos potenciais para a terapia gênica. 

Centenas de protocolos de transferência de genes estão 
em desenvolvimento na atualidade para utilização em tera- 
pia gênica. Em teoria, esses iriam levar o(s) gene(s) de inte- 
resse para apenas sua célula-alvo de modo que este gene seja 
permamentemente instalado nestas células de forma que seja 
mantida a expressão em níveis apropriados sem causar qual- 
quer efeito colateral adverso. Tanto os vetores virais como 
não virais estão sob desenvolvimento. Os vetores não virais 
encaminham o DNA sozinho para as células-alvo, por exem- 
plo, pela injeção direta e via lipossomos (vesículas envolvi- 
das por membranas designadas a serem captadas por células 
específicas; Seção 12.2B). Uma ampla variedade de vetores 
virais estão sob investigação incluindo aqueles cujo material 
genético é DNA e aqueles no qual é RNA. Esses vetores vi- 
rais têm sido modificados de modo a substituir os genes que 
codificam proteínas virais essenciais por genes terapêuticos. 
Assim, células que foram “infectadas” por esses “vírus” con- 
têm os genes terapêuticos nos seus cromossomos, mas não 
possuem a informação genética para a replicação do vírus. 

Existem três categorias de terapia gênica: 

1. Na abordagem ex vivo (fora do corpo), células são re- 
movidas do corpo, incubadas com um vetor e então rein- 
troduzidas no corpo. Esse procedimento é normalmente 
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feito com células da medula óssea, que são precursoras de 
células sanguíneas. 

2. Na abordagem in situ, o vetor é aplicado diretamente so- 
bre os tecidos afetados. Estes métodos estão sendo desenvol- 
vidos, por exemplo, para o tratamento de tumores por inje- 
ção no tumor de um vetor portando o gene de uma toxina ou 
um gene que poderia tornar o tumor suscetível a um agente 
quimioterapêutico ou ao ataque do sistema imune; e para o 
tratamento da Qbrose cística, pela inalação de um aerossol 
contendo um vetor codificando a proteína normal. (A fibrose 
cística, uma das doenças genéticas mais comuns, é causada 
por um defeito em uma proteína envolvida na secreção do 
íon cloreto nos pulmões e outros tecidos. Isso induz a secre- 
ção de um muco anormalmente espesso, o que resulta em 
infecções pulmonares recorrentes e frequentemente danosas, 
que levam à morte precoce.) 

3. Na abordagem in vivo (no corpo), o vetor seria injetado 
diretamente na corrente sanguínea. Não existem, até agora, 
exemplos clínicos dessa abordagem. Entretanto, para que 
a terapia gênica cumpra inteiramente suas promessas, será 
necessário o desenvolvimento de vetores adequados a essa 
estratégia. 

No primeiro sucesso clínico bem documentado de terapia 
gênica, Alain Fischer relatou que algumas crianças foram apa- 
rentemente curadas, por tratamento ex vivo de suas células 
de medula óssea, de uma forma de SCID chamada SCID-X1 
(que é causada por mutação no gene que codifica o receptor 
de citocinas yc, um receptor para certos fatores de crescimen- 
to proteicos, cujo funcionamento correto é essencial para a 
diferenciação, proliferação e sobrevivência de leucócitos co- 
nhecidos como células T; Seção 35. 2 A). Entretanto, como o 
vetor virai contendo o gene para o receptor de citocina c se 
integra ao genoma aleatoriamente, a localização do transge- 
ne pode afetar a expressão de outros genes, desencadeando o 
câncer (Seção 34.4Ca). De fato, duas crianças desenvolveram 
leucemia (um câncer de células brancas do sangue) como re- 
sultado da terapia gênica para SCID -XI. 

Recentemente, alguns pacientes com a doença rara de 
cegueira, amaurose congênita de Leber 2 (LC A2; que resulta 
na degeneração da retina), mostraram uma melhora na visão 
sem efeitos colaterais adversos significativos, após a injeção 
subretinal de um vetor virai carregando uma cópia normal do 
gene defectivo responsável pela LCA2. Este gene, chamado 
RPE65, codifica uma enzima que ajuda a converter vitamina 
A em retinal (Seção 12.3Ab), o pigmento do olho sensível à 
luz. Evidentemente, um progresso sólido vem sendo alcança- 
do na compreensão sobre as necessidades para a construção 
e administração dos vetores efetivos para terapia gênica. Por 
isso, é provável que nas próximas décadas a terapia gênica 
revolucione a prática da medicina. 

I. Considerações sociais, éticas e legais 

No início da década de 1970, quando as estratégias para a en- 
genharia genética começaram a ser discutidas, percebeu-se 
que pouco se sabia a respeito da segurança dos experimentos 
propostos. Certamente, seria temeroso realizar experimen- 
tos como o de introdução do gene da toxina diftérica (Seção 
32.3Ge) em E. coli, de modo a converter esse simbionte hu- 
mano em um patógeno mortal. Porém, quais perigos bioló- 
gicos surgiriam, por exemplo, da clonagem de genes de vírus 


tumorais em E. coli (uma técnica útil para a análise desses 
vírus)? Consequentemente, em 1975, biólogos moleculares 
declararam uma moratória voluntária para experimentos de 
clonagem molecular, até que esses riscos pudessem ser avalia- 
dos. Isso desencadeou um debate vivaz, inicialmente entre os 
biólogos moleculares e, depois, na arena pública, envolvendo 
duas posições: a daqueles que acreditavam que os enormes 
benefícios potenciais da pesquisa com o DNA recombinan- 
te justificavam a sua continuidade, desde que precauções de 
segurança adequadas fossem instituídas, e a daqueles que 
sentiam que os potenciais riscos eram tão grandes que as pes- 
quisas não deveriam continuar sob quaisquer circunstâncias. 

O primeiro ponto de vista finalmente prevaleceu, com a 
promulgação, em 1976, de um conjunto de regulamentações 
do governo dos EUA para pesquisas com DNA recombinan- 
te. Experimentos que fossem obviamente perigosos foram 
proibidos. Em outros experimentos, o escape de organismos 
do laboratório deveria ser impedido por contenção tanto fí- 
sica como biológica. A contenção biológica significava que 
os vetores somente seriam clonados em organismos hospe- 
deiros com defeitos biológicos que impedissem sua sobrevi- 
vência fora do laboratório. Por exemplo, a xl776, a primeira 
linhagem “segura” aprovada de E. coli, possui, dentre seus 
vários defeitos, a exigência de suplementação de ácido dia- 
minopimélico, um intermediário da síntese de lisina (Seção 
26.5Ba), o qual não está presente no intestino humano e nem 
está normalmente disponível no meio ambiente. 

À medida que a experiência com pesquisas com DNA 
recombinante foi-se acumulando, ficou evidente que as res- 
trições discutidas anteriormente eram, em grande parte, in- 
fundadas. Nenhum organismo geneticamente alterado até 
agora descrito causou algum risco imprevisto à saúde. Além 
disso, as técnicas de DNA recombinante têm, em muitos 
casos, eliminado os riscos à saúde de estudos de patógenos 
perigosos, como o do vírus que causa a síndrome da imuno- 
deficiência adquirida (Aids, de acquired immune deficiency 
syndrome). Consequentemente, desde 1979, as regulamenta- 
ções que governam a pesquisa com DNA recombinante vêm 
sendo gradualmente relaxadas. 

Há outras considerações sociais, éticas e legais que terão 
que ser encaradas assim que novas técnicas de engenharia 
genética forem disponibilizadas (Fig. 5.60). A eritropoe- 
tina recombinante é agora prescrita rotineiramente para 
tratamento dos efeitos de certos tipos de doenças renais. 
Entretanto, deveria ser permitido a atletas o uso dessa pro- 
teína, o que, comenta-se, já foi feito por muitos, para au- 
mento do número de glóbulos vermelhos no sangue e, assim, 
da sua capacidade de transportar oxigênio (um procedimen- 
to perigoso se não estiver sob controle, pois o número au- 
mentado de células sanguíneas pode levar o coração a um 
grande esforço) ? Poucos discutiriam a utilização da terapia 
gênica, se ela puder ser desenvolvida, para a cura de defei- 
tos genéticos devastadores, como a anemia falciforme (uma 
condição dolorosa e debilitante causada por glóbulos verme- 
lhos do sangue deformados, a qual frequentemente resulta 
em morte precoce; Seção 10.3B) e a doença de Tay-Sachs 
(que é causada pela ausência da enzima lisossômica hexosa- 
minidase A e resulta em uma disfunção neuronal progressi- 
va que é invariavelmente fatal ao redor dos 3 anos de idade; 
Seção 25.8Ce). Se, contudo, tornar-se possível a alteração de 
características complexas (i.e., multigênicas) , como a capaci- 


124 Do na! d Voet / Judith G. Voet 





USING PLASMIDS, YOU PRODUCED ENTIRELY NEW PLANTS 
WITH NITROGEN-FIXING ABIL1TY. E NORM OUSLY-ENH A NCED 
PHOTOSYNTHESIS , AND DROUGHT- RESISTANCE -LIKE 
THE MAGNIF1CENT SPECIMEN ON MY RIGHT" 

SO I PRESENT THtS HEDAL TO 

W' 


A 


■ÍWtfn -for TlBS 
fay TA6 


FÍGURA 5.60 (Desenho de T.A Bramley, in Andersen, K., Shanmugam, K.T., Lim, S.T., Csonka, L.N., Tait, R., Hennecke, 

H., Scott, D.B., Hom, S.S.M., Haury, J.F., Valentine, A., and Valentine, R.C., Trends Biochem. Sei. 5, 35 [1980], Impresso com a 
permissão de Elsevier Biomedical Press, Países Baixos, 1980. 


dade atlética ou a inteligência, quais alterações seriam con- 
sideradas desejáveis, sob quais circunstâncias elas deveriam 
ser feitas e quem deveria decidir se elas deveriam ser feitas 
ou não? A terapia gênica deveria ser usada somente em in- 
divíduos com doenças herdáveis, para correção de defeitos 
em suas células somáticas, ou deveria ser também utilizada 
para alteração de genes em suas células germinativas, que 
poderiam então ser transmitidas para as gerações seguintes? 
Animais como ovelhas, vacas, cães e camundongos já foram 
clonados. Seres humanos com características desejáveis, tan- 


to de ocorrência natural como geradas por meio da enge- 
nharia genética, deveriam ser clonados? Quando se tornar 
fácil a determinação da constituição genética de um indiví- 
duo, essa informação deverá ser usada, por exemplo, para 
a avaliação de candidaturas a oportunidades educacionais e 
profissionais ou na avaliação de elegibilidade de uma pessoa 
para o seguro-saúde (o que recentemente se tornou ilegal 
nos Estados Unidos)? Essas questões controversas levaram 
ao desenvolvimento de um ramo da filosofia chamado de 
bioética, criado para tratar delas. 


RESUMO DO CAPÍTULO 

1 Nucleotídeos e ácidos nucleicos Um nucleotídeo consiste 
em um resíduo de ribose ou de 2'-desoxirribose cujo átomo de 
Cl' forma uma ligação glicosídica com uma base nitrogenada, 
cuja posição 3' ou 5' está esterificada com um grupo fosfato. Os 
nucleosídeos não possuem os grupos fosfato dos nucleotídeos. As 
bases nitrogenadas na grande maioria dos nucleotídeos são as pu- 
rinas adenina e guanina e as pirimidinas citosina, timina no DNA 
e uracila no RNA. Os ácidos nucleicos são polímeros lineares de 
nucleotídeos contendo resíduos de ribose, no RNA, ou resíduos 
de desoxirribose, no DNA, cujas posições 3' e 5' estão ligadas por 
grupos fosfato. Nos DNAs e RNAs de dupla-hélice, as composi- 
ções de bases obedecem às regras de Chargaff: A = T(U) e G = 
C. O RNA, mas não o DNA, é suscetível à hidrólise catalisada 
por bases. 


2 0 DNA é o portador da informação genética Extratos de 
pneumococos virulentos de tipo S transformam pneumococos de 
tipo R não patogênicos para a forma S. O princípio transformante é 
o DNA. De maneira semelhante, a marcação radioativa demonstrou 
que a substância geneticamente ativa do bacteriófago T2 é o seu 
DNA. O capsídeo virai serve somente para proteger o DNA nele 
incluído e para injetá-lo no hospedeiro bacteriano. Isso estabelece 
que o DNA é a molécula hereditária. 

3 DNA de dupla-hélice O B-DNA consiste em uma dupla-hélice 
de cadeias antiparalelas de açúcar- fosfato com curvatura para a di- 
reita, contendo ~10 pb por volta de 34 Â e com suas bases pratica- 
mente perpendiculares ao eixo da hélice. As bases nas fitas opostas 
formam ligações de hidrogênio entre si de maneira geometricamente 
complementar, para formarem pares de bases de Watson-Crick A * 
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T e G 4 C. O DNA se replica de maneira semiconservativa, como foi 
demonstrado pelo experimento de Meselson-Stahl. Quando aquecido 
acima da sua temperatura de fusão, T m , o DNA se desnatura e sofre a 
separação das fitas. Esse processo pode ser monitorado pelo efeito hi- 
percrômico do espectro de UV do DNA. O DNA desnaturado pode 
ser renaturado por sua manutenção a uma temperatura —25° C abai- 
xo da sua T„. O DNA ocorre na natureza na forma de moléculas de 
enormes extensões, as quais, por serem também bastante rígidas, são 
facilmente clivadas mecanicamente por manipulações de laboratório. 

4 Expressão genica e replicação: Uma visão geral Os genes são 
expressos de acordo com o dogma central da biologia molecular: o 
DNA dirige a sua própria replicação e a sua transcrição para produzir 
o RNA, o qual, por sua vez, dirige a sua tradução para formação das 
proteínas, O RNA é sintetizado a partir de ribonucleosídeos trifosfata- 
dos sobre moldes de DNA pela RNA-polimerase, em um processo no 
qual a fita-molde de DNA é lida na sua direção de 3' para 5' e o RNA 
é sintetizado na sua direção de 5' para 3'. A frequência com a qual 
um determinado gene é transcrito é governada por sítios controlado- 
res, que, para mRNAs, estão localizados a montante do sítio de início 
transcricional e podem ser bastante extensos, especialmente em euca- 
riotos. Os mRNAs eucarióticos muitas vezes requerem modificações 
pós-transcricionais substanciais, incluindo o splicing gênico (a excisão 
dos íntrons e a reunião dos éxons que os flanqueiam), para tornarem- 
-se funcionais. 

Os mRNAs dirigem a síntese ribossômica de polipeptídeos. 
Nesse processo, os ribossomos facilitam a ligação dos códons dos 
mRNAs aos anticódons dos tRNAs que carregam seus aminoácidos 
cognatos. Depois, os ribossomos catalisam a formação de ligações 
peptídicas entre aminoácidos sucessivos. A correspondência entre os 
códons e os aminoácidos carregados pelos tRNAs que se ligam a eles 
é chamada de código genético. Enzimas conhecidas como aminoacil- 
-tRNA-sintases ligam covalentemente os seus tRNAs corresponden- 
tes aos aminoácidos cognatos. A seleção do sítio de iniciação correto 
no mRNA também define a fase de leitura para o polipeptídeo que 
está sendo sintetizado. Proteínas recém-sintetizadas frequentemente 
requerem modificações pós-traducionais para tornarem-se funcio- 
nais, incluindo clivagens proteolíticas específicas e, apenas em euca- 
riotos, glicosilação. O tempo de vida de uma proteína na célula varia 
de frações de minuto a dias ou semanas. 

O DNA é sintetizado a partir de dNTPs pela DNA-polimerase, 
uma enzima capaz apenas de estender polinucleotídeos existentes li- 
gados ao molde de DNA e que, portanto, requer um iniciador. Nas 
células, os iniciadores são de RNA e são sintetizados sobre o mol- 
de de DNA por uma RNA-polimerase. A replicação de ambas as fi- 
tas do DNA de fita dupla ocorre na forquilha de replicação. Em E. 
coli, a replicação do DNA de fita dupla é feita por duas moléculas 
da DNA-polimerase III, uma das quais sintetiza a fita-líder contí- 
nua e a outra, a fita tardia. A fita-líder é sintetizada continuamente. 
Porém, como todas as DNA-polimerases somente podem estender o 
DNA na sua direção de 5 f para 3', o molde da fita tardia precisa for- 


mar uma alça para ser lido na sua direção de 3' para 5', o que requer 
que a fita tardia sej a sintetizada descontinuamente. Os iniciadores de 
RNA para a fita tardia são sintetizados pela primase, e, depois que 
um segmento da fita tardia foi sintetizado, o seu iniciador é substi- 
tuído pelas ações combinadas das atividades de exonuclease 5' — » 3' 
e de DNA-polimerase da DNA-polimerase I. As quebras de fita sim- 
ples entre segmentos sucessivos da fita tardia são então seladas pela 
DNA-ligase. Tanto a DNA-polimerase I como a DNA-polimerase III 
também possuem atividade de exonuclease 3' — > 5', que funciona para 
revisar o DNA recém- sintetizado, identificando erros de pareamento 
e removendo os nucleotídeos malpareados. 

5 Clonagem molecuíar As técnicas de clonagem molecular revo- 
lucionaram a prática da bioquímica. Fragmentos de DNA definidos 
são gerados pelo uso de endonucleases de restrição do Tipo II (en- 
zimas de restrição), que clivam o DNA em sequências específicas e 
normalmente paündrômicas de quatro a seis bases. Polimorfismos de 
tamanho de fragmentos de restrição (RFLPs) servem de marcadores 
para a identificação de diferenças cromossômicas e, por isso, são úteis 
nos testes de identidade e no estabelecimento de relações familiares. 
Um fragmento de DNA pode ser produzido em grandes quantidades 
a partir da sua inserção, utiüzando técnicas de DNA recombinante, 
em um vetor de clonagem adequado. Esses vetores podem ser plasmí- 
deos, vírus, cosmídeos, cromossomos artificiais de levedura (YACs) 
ou cromossomos artificiais bacterianos (BACs), todos eles genetica- 
mente modificados. O DNA a ser clonado em geral é obtido na forma 
de um fragmento de restrição, para que ele possa ser especificamente 
ligado a um corte de restrição correspondente no vetor de clonagem. 
A ligação gênica também pode ocorrer pela geração de caudas ho- 
mopoliméricas complementares no fragmento de DNA e no vetor de 
clonagem ou pelo uso de conectores (linkers) palindrômicos sintéticos 
contendo sequências de restrição. A introdução de um vetor de clona- 
gem recombinante em um organismo hospedeiro adequado permite 
que um fragmento de DNA exógeno seja produzido em quantidades 
praticamente ilimitadas. Aquelas células que foram apropriadamen- 
te transformadas por um vetor podem ser identificadas pelo uso de 
marcadores seletivos e substratos cromogênicos. Sequências de bases 
específicas podem ser detectadas no DNA, por Southern blotting, e no 
RNA, pelo similar Northern blotting. Um determinado gene pode ser 
isolado pela triagem ( screening ) de uma biblioteca genômica do orga- 
nismo produtor do gene. A reação em cadeia da polimerase (PCR) é 
um método particularmente rápido e conveniente para a identificação 
e a obtenção de sequências específicas de DNA. Técnicas de engenha- 
ria genética podem ser utilizadas para a produção em grandes quanti- 
dades de proteínas especificamente alteradas ou de outra maneira es- 
cassas e também para a monitoração da expressão gênica, pelo uso de 
genes-repórter, como o da proteína fluorescente verde. Elas também 
são utilizadas para a produção de plantas e animais transgênicos e em 
terapia gênica. O desenvolvimento de técnicas de DNA recombinante 
tem gerado numerosas questões sociais, éticas e legais, cujas soluções 
irão determinar como a biotecnologia é utilizada. 
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PROBLEMAS 


1. A sequência de bases de uma das fitas de um DNA duplex de 
20 pb é: 

5'-GTACCGTTCGACGGTACATC-3' 

Qual é a sequência de bases da sua fita complementar? 

2. Outros pares de bases que não os de Watson-Crick são de im- 
portância biológica. Por exemplo: (a) a hipoxantina (6-oxopurina) é 


frequentemente uma das bases do anticódon de tRNAs. Com qual 
base no mRNA a hipoxantina provavelmente pareia? Desenhe a es- 
trutura desse par de bases, (b) A terceira posição da interação có- 
don-anticódon entre o tRNA e o mRNA em geral é um par G • U. 
Desenhe uma estrutura plausível para esse par de bases, (c) Muitas 
U * A * U mantido por ligações de hidrogênio. Desenhe duas estrutu- 
ras plausíveis para esse arranjo, nas quais cada U forme pelo menos 
duas ligações de hidrogênio com A. (d) As mutações podem surgir 
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durante a replicação do DNA quando ocorrem pareamentos errône- 
os como resultado da formação transitória de uma forma tautomérica 
rara de uma base. Desenhe a estrutura de um par de bases com geo- 
metria de Watson-Crick apropriada que contenha uma forma tauto- 
mérica de adenina. Que alteração na sequência de bases seria causada 
por esse malpareamento? 

3. (a) Qual é a massa molecular e a extensão de contorno de um 
segmento de B-DNA que especifica uma proteína de 40 kDa? (b) 
Quantas voltas helicoidais esse DNA faz e qual é a sua razão axial 
(razão entre extensão e largura)? 

*4. A orientação antiparalela das fitas complementares no DNA de 
fita dupla foi elegantemente demonstrada por Arthur Kornberg, em 
1960, a partir da análise do vizinho mais próximo ( nearest-neighbor 
analysis). Nessa técnica, o DNA é sintetizado pela DNA-polimerase I 
a partir de um desoxirribonucleosídeo trifosfatado cujo grupo fosfato 
a está radioativamente marcado com "P e de três desoxirribonucleosí- 
deos trifosfatados não marcados. O produto resultante é tratado com 
uma e nzim a, a DNase I, que catalisa a hidróüse das ligações fosfodiés- 
ter nas extremidades 3' de todos os desoxirribonucleotídeos. 


PPP*A + pppC + pppG + pppT 


PP. 


DNA-polimerase 


pCpTp*ApCpCp* ApGp* Ap* ApTp 


HoO 


DNase I 


*+ Cp + Tp Ap + Cp + Cp 51 Ap + Gp* Ap 1 Ap + Tp + 1 


Nesse exemplo, as frequências relativas de ocorrência de ApA, 
Cp A, GpA e TpA no DNA podem ser determinadas pela medição 
das quantidades relativas de Ap*, Cp*, Gp* e Tp*, respectivamen- 
te, no produto (onde p* representa um grupo fosfato marcado com 

P). As frequências relativas com as quais os outros 12 dinucleotí- 
deos ocorrem também podem ser determinadas por marcação, feita, 
a cada vez, com um dos outros três NTPs nas reações mencionadas 
anteriormente. Há equivalências entre as quantidades de certos pa- 
res de dinucleotídeos. Entretanto, as identidades dessas equivalên- 
cias dependem do DNA consistir em fitas paralelas ou em fitas anti- 
paralelas. Quais são essas equivalências em ambos os casos? 

5 . Qual seria o efeito dos seguintes tratamentos sobre a curva 
de fusão do B-DNA dissolvido em uma solução de NaCl 0,5 M? 
Explique, (a) Diminuição da concentração de NaCl. (b) Passagem 
da solução de DNA, sob alta pressão, através de um orifício estreito, 
(c) Alteração da solução para adenina 0,1 M. (d) Aquecimento da 
solução para 25°C acima do ponto de fusão do DNA, seguido por seu 
rápido resfriamento para 35 °C abaixo do ponto de fusão do DNA. 

6. Qual é o mecanismo de desnaturação alcalina do DNA de fita 
dupla? (Dica: Algumas das bases são relativamente acídicas.) 

7. O seguinte DNA de fita dupla é transcrito da esquerda para a 
direita, como impresso aqui. 

5'-TCTGACTATTCAGCTCTCTGGCACATAGCA-3' 

3'-AGACTGATAAGTCGAGAGACCGTGTATCGA-5' 

(a) Identifique a fita-molde. (b) Qual é a sequência de amino áci- 
dos do polipeptídeo que essa sequência de DNA codifica? Assuma 
que a tradução inicia no primeiro códon de iniciação, (c) Por que 
a sequência UGA no transcrito de mRNA não causa o término da 
tradução? 

18. Depois de sofrer splicing , um mRNA maduro possui a seguinte 
sequência, onde a linha vertical indica a posição da junção de splice 
(os nucleotídeos que flanqueiam um íntron que foi removido). 


5 -CUAGAUGGUAGI 

GUACGGUUAUGGGAUAACUCUG-3' 

(a) Qual é a sequência do polipeptídeo especificado por esse 
mRNA? Assuma que a tradução inicia no primeiro códon de ini- 
ciação. (b) Qual seria a sequência do polipeptídeo se o sistema de 
splicing tivesse deletado erroneamente o GU no lado 3' da junção 
de splice ? (c) Qual seria a sequência do polipeptídeo se o sistema de 
splicing tivesse erroneamente falhado em remover um G na junção 
de splice'1 (d) Existe alguma relação entre os polipeptídeos especifi- 
cados em b e c, e, se for este o caso, por quê? 

9 . Explique porque o carregamento do tRNA com o aminoácido 
correto é tão importante para uma tradução acurada quanto o reco- 
nhecimento correto de um códon por seu aminoacil-tRNA corres- 
pondente. 

10. Descreva como selecionar clones recombinantes se um DNA 
estranho é inserido em um sítio de poli clonagem do pUC18 e então 
introduzido em células E. coli. 

11 . Descreva os possíveis resultados de um experimento de PCR no 
qual (a) um dos oligos iniciadores é omitido por engano na mistura de 
reação; (b) um dos oligos iniciadores é complementar a vários sítios 
na amostra de DNA inicial; (c) existe uma quebra de fita simples na 
sequência de DNA-alvo, que está presente em apenas uma cópia na 
amostra inicial; (d) existe uma quebra de fita dupla na sequência de 
DNA-alvo, que está presente em apenas uma cópia na amostra inicial. 

12. Na replicação do DNA, a fita-líder e a fita tardia são assim 
denominadas porque qualquer porção em particular da fita tardia é 
sempre sintetizada depois da síntese da porção correspondente da 
fita-líder. Explique por que isso deve ocorrer dessa maneira. 

13. O DNA do SV40 é uma molécula circular de 5.243 pb que pos- 
sui 40% de G + C. Na ausência de informações de sequência, quan- 
tos cortes de restrição, em média, seria esperado que fizessem no 
DNA de SV40 a Taql, a EcoKIl, a PstI e a HaelYl 

14. Quais das endonucleases de restrição listadas na Tabela 5.4 pro- 
duzem extremidades cegas? Quais conjuntos delas são isoesquizôme- 
ros (enzimas que possuem a mesma sequência de reconhecimento, 
mas que não necessariamente clivam nos mesmos sítios; do grego: isos, 
igual + schizein, cortar); quais delas são isocaudameros (enzimas que 
produzem extremidades coesivas idênticas; do latim: cauda, cauda)? 

15. O plasmídeo pBR322 contém os genes amp R e ter, os quais 
conferem resistência aos antibióticos ampicilina e tetraciclina, res- 
pectivamente (Seção 32.3Gd). O gene ter contém um sítio de cliva- 
gem para a enzima de restrição Sall, o único sítio desse tipo em todo 
o plasmídeo. Descreva como pode ser feita a seleção de células de E. 
coli que foram transformadas por pBR322, que contém um inserto 
de DNA exógeno no seu sítio de Sall. 

16. Uma mancha de sangue de uma cena de crime e uma amos- 
tra de sangue do seu suspeito foi analisada por PCR usando oli- 
gonucleotídeos iniciadores associados com três loci STR (posi- 
ções): D3S1358, vWA e FGA. Qs resultados da eletroforese estão 
mostrados a seguir. Os números abaixo de cada pico identificam os 
alelos ( verde e a altura do pico em unidades referentes a unidades 
de fluorescência (vermelho). 

(a) Como cada um tem duas cópias de cada cromossomo e assim 
duas cópias de cada gene, o que conta para o aparecimento de apenas 
um alelo no mesmo locus‘1 (b) Qual suspeito, se houver algum, é a pos- 
sível fonte do sangue? (c) O suspeito poderia ser identificado usando 
apenas um dos três locus STR? (d) O que você pode concluir sobre a 
quantidade de DNA obtida do suspeito 1 comparada ao suspeito 4? 

17. Quantos fragmentos de DNA de levedura com extensão média 
de 5 kb devem ser clonados para que se tenha certezas de 90%, 99% 
e 99,9% de que uma biblioteca para genômica contém um determi- 
nado segmento? O genoma de levedura consiste em 12.100 kb. 
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18 . Muitas das operações de rotina na engenharia genética são 
executadas utilizando kits disponíveis comercialmente. A Genbux 
Inc., uma empresa interessada na produção desses kits, pediu sua 
opinião a respeito da viabilidade de produzir um kit de vetores de 
clonagem derivados de fago X intacto, com a porção central não 
essencial de seu DNA já removida. Presumivelmente, o pessoal 
técnico da empresa poderia depois multiplicar o fago até a quan- 
tidade necessária, isolar o seu DNA e clivá-lo sem ter o trabalho 
de separar a sua porção central. Que recomendação você daria à 
empresa? 

19 . Indique as sequências de dois iniciadores de 10 resíduos que 
poderiam ser utilizados para amplificar por PCR a região central de 
40 nucleotídeos do seguinte DNA de fita simples de 50 nucleotídeos. 

5' - AGCTGGACC ACTG ATCATTG ACTG CTAGCGTCA 

GTCCTAGTAGACTGACG-3' 


20. Um segmento de proteína com a sequência -Phe-Cys-Gly-Val- 
Leu-His-Lys-Met-Glu-Thr- é codificado pelo seguinte segmento de 
DNA; 

5'-UUGUGCGG AGUCCU AC AC AAG AU GG AG ACA-3' 

Projete um oligonucleotídeo de 18 bases que poderia ser utilizado 
para alterar o segmento de Leu-His da proteína para Ile-Pro por 
meio de mutagênese sítio -dirigida. 
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Grande parte da maioria das investigações bioquímicas en- 
volve a purificação dos materiais aqui considerados, pois es- 
tas substâncias precisam ser relativamente livres de contami- 
nantes para que possam ser devidamente caracterizadas. Isso 
pode se tornar uma tarefa gigantesca, pois, geralmente, cada 
célula contém milhares de substâncias diferentes, muitas das 
quais apresentam propriedades físicas e químicas bastante se- 
melhantes às de outros constituintes celulares. Além disso, o 
material de interesse pode ser instável e existir em quantida- 
des mínimas. Normalmente, uma substância que corresponda 
a < 0,1% do peso seco de um tecido deve atingir uma pureza 
de —98%. Problemas de purificação dessa magnitude seriam 
considerados demasiado difíceis pela maioria dos químicos. 
É, portanto, pouco surpreendente que no conhecimento so- 


bre os processos bioquímicos tenha sido alcançado paralela- 
mente à habilidade em purificar materiais biológicos. 

Este capítulo apresenta uma visão geral das técnicas 
mais utilizadas para o isolamento, a purificação e, até certo 
ponto, a caracterização de proteínas e de ácidos nucleicos, 
bem como de outros tipos de moléculas biológicas. Esses 
métodos constituem as ferramentas básicas da bioquímica e 
fazem parte do trabalho prático cotidiano dos bioquímicos. 
Além disso, muitas dessas técnicas são regularmente utili- 
zadas em aplicações clínicas. De fato, uma compreensão bá- 
sica dos métodos aqui descritos é imprescindível para enten- 
der o significado e as limitações da maioria das informações 
apresentadas neste livro. Este capítulo deveria, portanto, ser 
considerado como material de referência a ser consultado 
repetidamente, à medida que se fizer necessário, durante a 
leitura dos outros capítulos. Muitas das técnicas utilizadas 
para o fracionamento de proteínas e de ácidos nucleicos são 
semelhantes. Por isso, será enfocado primeiramente como é 
que as proteínas são purificadas e só depois trata-se de como 
é que essas técnicas são utilizadas para o fracionamento de 
ácidos nucleicos. 

1 ISOLAMENTO DE PROTEÍNAS 

As proteínas constituem uma grande parte da massa de to- 
dos os organismos. Uma determinada proteína, como a he- 
moglobina dos glóbulos vermelhos do sangue, pode ser a 
substância predominante em certo tecido. Já uma proteína 
como o repressor lac de E. coli (Seção 31.3B) normalmente 
apresenta uma população de apenas poucas moléculas por 
célula. Técnicas semelhantes são utilizadas para o isolamento 
e a purificação de ambas as proteínas, apesar de que, em ge- 
ral, quanto menor a concentração inicial de uma substância, 
maior é o esforço necessário para isolá-la na forma pura. 

Nesta seção, discute-se os cuidados a serem tomados 
quando se trabalha com proteínas, bem como seu manuseio, 
e resume-se a estratégia geral para a sua purificação. Para 
muitas proteínas, o processo de isolamento e purificação é 
uma tarefa minuciosa que requer dias de esforço para que se 
obtenha apenas alguns miligramas, ou até menos, do produto 
desejado. Entretanto, como será visto a seguir, as técnicas 
analíticas modernas atingiram um grau tão alto de sensibili- 
dade que, muitas vezes, essa pequena quantidade de mate- 
rial é suficiente para ampla caracterização de uma proteína. 
Você deve lembrar que as técnicas descritas neste capítulo 
são aplicáveis à separação da maioria dos tipos de moléculas 
biológicas. 
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A. Seleção da fonte proteica 

Proteínas com funções idênticas em geral estão presentes em 
uma multiplicidade de organismos. Por exemplo, a maioria das 
enzimas que faz mediação dos processos metabólicos básicos ou 
que estão envolvidas na expressão e transmissão da informação 
genética são comuns a todas as células vivas. Claro que existe 
uma variação considerável das propriedades de uma proteína 
em particular obtida de diversas fontes. De fato, diferentes va- 
riantes de uma determinada proteína podem estar presentes 
em diferentes tecidos de um mesmo organismo ou mesmo em 
diferentes compartimentos de uma mesma célula. Portanto, se 
houver possibilidade de escolha, o isolamento de uma proteína 
pode ser muito simplificado pela escolha adequada da fonte 
proteica. A escolha deve ser fundamentada em critérios tais 
como a facilidade de obtenção de quantidades suficientes do 
tecido a partir do qual a proteína será isolada, a quantidade da 
proteína escolhida presente nesse tecido, e quaisquer proprie- 
dades peculiares à proteína escolhida que possam auxiliar na 
sua estabilização e no seu isolamento. Tecidos obtidos de ani- 
mais domesticados, como galinhas, vacas, porcos ou ratos, em 
geral são os escolhidos. Como fontes alternativas, incluem-se 
microrganismos de fácil obtenção, como, por exemplo, E. coli 
ou a levedura do pão ( Saccha ro rnyces cerevisae) . Será visto, 
entretanto, que proteínas de uma grande variedade de organis- 
mos já foram estudadas. 

Métodos de clonagem molecular (Seção 5.5) se tomaram, 
rapidamente, técnicas de produção de proteínas igualmente, 
senão mais, importantes. Praticamente qualquer gene que co- 
difique para uma proteína pode ser isolado do seu organismo 
parental, especificamente alterado (por meio da engenharia 
genética), caso desejado, e expressado em altos níveis (super- 
produzido) em um organismo cultivado de maneira adequa- 
da, como E. coli ou levedura, podendo chegar a constituir até 
30% da proteína total da célula superprodutora. Esse alto ní- 
vel de produção proteica em geral leva a uma quantidade de 
proteína clonada maior do que aquela presente no organismo 
parental (no qual a proteína pode estar presente em quanti- 
dades mínimas), tornando muito mais fácil o seu isolamento. 

B. Métodos de solubilização 

A primeira etapa no isolamento de uma proteína, ou de qual- 
quer outra molécula biológica, é obtê-la em solução. Em al- 
guns casos, como as proteínas do soro sanguíneo, a natureza j á 
o fez. No entanto, geralmente uma proteína deve ser liberada 
das células que a contêm. O método a ser escolhido para esse 
procedimento depende das características mecânicas do teci- 
do de origem, bem como da localização da proteína na célula. 

Se a proteína de interesse estiver localizada no citosol da 
célula, sua liberação exige apenas o rompimento (lise) das 
células. No método mais simples de lise, conhecido como lise 
osmótica, as células são suspendidas em uma solução hipotô- 
nica, ou seja, uma solução na qual a concentração molar total 
de solutos é menor do que aquela do interior das células no 
estado fisiológico normal. Sob a influência de forças osmó- 
ticas, a água difunde para a solução intracelular, que é mais 
concentrada, fazendo com que as células inchem e se rom- 
pam. Esse método funciona bem para células animais, mas 
para células que contêm parede celular, como as células de 
bactérias e de vegetais, ele em geral é ineficaz. O uso de en- 
zimas, como a lisozima, que degrada quimicamente a parede 


celular bacteriana (Seção 15.2), às vezes é eficaz para essas 
células. Detergentes ou solventes orgânicos, como acetona 
ou tolueno, também são úteis para lisar células, mas um certo 
cuidado deve ser tomado ao utilizá-los, visto que eles podem 
desnaturar a proteína de interesse (Seção 8.4E). 

Muitas células precisam de algum tipo de processo de des- 
truição mecânica para serem rompidas. Isso inclui vários ciclos 
de congelamento e descongelamento, trituração com areia, alu- 
mina ou pequenas esferas de vidro, ou o uso de um triturador 
de alta velocidade (semelhante ao liquidificador doméstico), 
um homogeneizador (um tubo de vidro dentro do qual o tecido 
é esmagado com o uso de um pistão que se encaixa de forma 
justa no interior do tubo, o qual pode ser manualmente ou me- 
canicamente operado), uma prensa francesa (um aparelho que 
cisalha as células esguichando- as sob alta pressão através de 
um pequeno orifício, arrebentando-as), ou um sonicador (que 
rompe as células por meio de vibrações ultrassónicas), Uma vez 
tendo sido rompidas as células, o lisado bruto pode ser filtrado 
ou centrifugado para a remoção dos fragmentos celulares, fi- 
cando a proteína de interesse na solução sobrenadante. 

Se a proteína desejada é um componente de complexos 
subcelulares, tais como membranas ou mitocôndrias, uma puri- 
ficação considerável da proteína pode ser obtida separando -se 
primeiramente o complexo subcelular do resto do material da 
célula. Isso em geral é realizado por centrifugação diferencial, 
um processo em que o lisado celular é centrifugado em uma 
velocidade que remove apenas os componentes celulares que 
são mais densos do que aquele que se desej a isolar, seguido por 
uma centrifugação a uma velocidade que sedimenta o compo- 
nente de interesse. A proteína é então separada do componen- 
te subcelular purificado por meio da extração com soluções sa- 
linas concentradas ou, no caso de proteínas fortemente ligadas 
a membranas, com o uso de soluções detergentes ou solventes 
orgânicos, como butanol, que solubiliza lipídeos. 

C. Estabilização de proteínas 

Uma vez que uma proteína tenha sido removida do seu am- 
biente natural, ela fica exposta a muitos agentes que podem 
danificá-la irreversivelmente. Essas influências devem ser 
cuidadosamente controladas em todas as etapas do proces- 
so de purificação, caso contrário o rendimento da proteína 
desejada pode ser muito reduzido ou mesmo chegar a zero. 

A integridade estrutural de muitas proteínas é sensível 
ao pH devido à presença de um grande número de grupos 
ácido-base. Para evitar danos em materiais biológicos decor- 
rentes de variações de pH, esses materiais em geral são dis- 
solvidos em soluções tamponantes eficazes na faixa de pH na 
qual o material é estável. 

As proteínas são facilmente desnaturáveis em altas 
temperaturas. Apesar da estabilidade térmica das proteínas 
variar muito, muitas delas desnaturam lentamente acima 
de 25°C. Assim sendo, a purificação de proteínas é normal- 
mente realizada a temperaturas próximas a 0°C. Entretanto, 
existem muitas proteínas que requerem temperaturas mais 
baixas, algumas até mesmo abaixo de -100°C, para se man- 
terem estáveis. Já algumas proteínas labeis no frio tornam-se 
instáveis abaixo da temperatura característica. 

As características da estabilidade térmica de uma proteína 
podem às vezes ser utilizadas para auxiliar na sua purificação. 
Uma proteína, resistente ao calor, presente em um extrato bru- 
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to pode ser purificada aquecendo-se rapidamente a mistura 
de forma a desnaturar e precipitar a maior parte das proteínas 
contamin antes, sem no entanto afetar a proteína desejada. 

As células contêm proteases (enzimas que catalisam a cli- 
vagem hidrolítica das ligações peptídicas) e outras enzimas de- 
gradativas que, após lise celular, são liberadas na solução junto 
com a proteína de interesse. Deve-se tomar cuidado para que 
a proteína não sej a degradada por essas enzimas. As enzimas 
degradativas podem ficar inativas em pH e temperaturas que 
não sejam danosos à proteína de interesse. Alternativamente, 
essas enzimas podem ser especificamente inibidas por agen- 
tes químicos sem afetar a proteína desejada. Evidentemente, 
à medida que se avança na purificação de uma proteína, mais 
e mais enzimas degradativas são eliminadas. 

Algumas proteínas são mais resistentes à degradação 
proteolítica do que outras. A purificação de uma proteína que 
é resistente a proteases pode ser feita mantendo-se o extrato 
proteico bruto em condições nas quais as enzimas proteolíti- 
cas presentes permanecem ativas. Essa técnica, denominada 
autólisc, simplifica a purificação da proteína resistente, pois, 
em geral, é mais fácil remover seletivamente os produtos de 
degradação das proteínas contaminantes do que das proteí- 
nas intactas. 

Muitas proteínas são desnaturadas pelo contato com a 
interface água-ar e, em baixas concentrações, uma fração 
significativa da proteína presente pode ser perdida por ad- 
sorção a superfícies. Portanto, uma solução proteica deve ser 
manuseada de maneira a minimizar a produção de espuma e 
deve ser mantida relativamente concentrada. Existem, é cla- 
ro, outros fatores aos quais uma proteína pode ser sensível, 
incluindo a oxidação de resíduos de cisteína, formando liga- 
ções dissulfeto; metais pesados contaminantes, que podem se 
ligar irreversivelmente à proteína; e a concentração de sal e 
a polaridade da solução, que devem ser mantidos na faixa 
de estabilidade da proteína. Por fim, muitos microrganismos 
consideram as proteínas deliciosas, portanto soluções protei- 
cas devem ser armazenadas sob condições que inibam o cres- 
cimento de microrganismos (p. ex., em geladeira e/ou com 
pequenas quantidades de alguma substância tóxica que não 
reaja com proteínas, como azida sódica [NaN 3 ]). 

D. Análise de proteínas 

Para purificar qualquer substância, deve-se procurar meios 
para detectar quantitativamente a presença da substância. 
Uma dada proteína raramente perfaz mais do que uma pe- 
quena porcentagem do peso do seu tecido de origem e em 
geral está presente em quantidades bem menores. Além do 
mais, grande parte do material a partir do qual a proteína é 
extraída assemelha-se muito à própria proteína de interes- 
se. Consequentemente, o ensaio analítico deve ser específico 
para a proteína que está sendo purificada e altamente sensí- 
vel à sua presença. Além disso, a maneira de realizar o ensaio 
deve ser conveniente para que possa ser realizado repetida- 
mente, em geral a cada etapa do processo de purificação. 

Dentre os ensaios mais simples para análise de proteínas 
estão aqueles para enzimas que catalisam reações gerando pro- 
dutos facilmente detectáveis. Esses produtos podem apresen- 
tar fluorescência ou absorbância espectroscópica características 
que possam ser monitoradas. Altemativamente, a reação enzi- 
mática pode consumir ou gerar ácido de forma que a enzima 
possa ser analisada por titulação ácido-base. Se o produto de 


uma reação enzimática não for facilmente quantificado, sua 
presença ainda pode ser revelada por um tratamento químico 
posterior que produza algum produto mais facilmente obser- 
vável. Muitas vezes isso é realizado por uma reação enzimática 
acoplada, na qual o produto da enzima a ser analisada é con- 
vertido, por uma outra enzima, em uma substância observável. 

Proteínas que não sej am enzimas podem ser analisadas 
pela capacidade de se ligarem a substâncias específicas ou 
pela observação dos seus efeitos biológicos. Por exemplo, 
proteínas receptoras são muitas vezes analisadas incubando- 
-as com uma molécula radioativa à qual elas se ligam especi- 
ficamente, em seguida a mistura é passada por um filtro que 
retém proteínas e então é medida a quantidade de radioati- 
vidade no filtro. A presença de um hormônio pode ser de- 
tectada por seu efeito sobre uma amostra de tecido-padrão 
ou sobre um organismo inteiro. Esses tipos de ensaios são 
procedimentos geralmente mais demorados, pois a reação 
(resposta) provocada pelo ensaio pode levar dias para ser 
evidenciada. Além disso, sua reprodutibilidade é muitas ve- 
zes pouco satisfatória, devido ao comportamento complexo 
dos organismos vivos. Tais ensaios são, portanto, utilizados 
apenas quando não há procedimento alternativo disponível. 

a. Técnicas imunoquímicas podem detectar rapidamente 
quantidades mínimas de proteínas específicas 
Procedimentos imunoquímicos propiciam técnicas de análi- 
se de proteínas com sensibilidade e seletividade altas. Esses 
métodos empregam anticorpos, proteínas que são produzi- 
das pelo sistema imune dos animais em resposta à introdução 
de uma proteína estranha e que se ligam especificamente à 
proteína estranha (os anticorpos e o sistema imune são discu- 
tidos na Seção 35.2). 

Anticorpos extraídos do soro sanguíneo de animais que 
tenham sido imunizados contra uma proteína em particular 
são o produto das diferentes células produtoras de anticor- 
pos. Eles formam, portanto, uma mistura heterogênea de 
moléculas, que variam quanto à sua exata especificidade e 
afinidade de ligação à proteína-alvo. Células produtoras de 
anticorpos normalmente morrem após algumas divisões ce- 
lulares, logo uma célula dessas não pode ser clonada para 
produzir quantidades suficientes de uma única espécie de 
anticorpo para ser utilizado. Entretanto, esses anticorpos 
monoclonais podem ser obtidos pela fusão da célula que pro- 
duz o anticorpo desejado com uma célula de um câncer do 
sistema imune, conhecida como mieloma (Seção 35.2Bd). A 
célula resultante, hibridoma, apresenta capacidade ilimitada 
de divisão e, quando cultivada em meio de cultivo celular, 
produz grandes quantidades do anticorpo monoclonal. 

Uma proteína pode ser prontamente detectada, ou mesmo 
isolada, por meio da precipitação por seu anticorpo correspon- 
dente. Alternativamente, no radioimunoensaio uma proteína 
pode ser detectada indiretamente pela determinação do seu 
grau de competição (pela ligação ao anticorpo) com um padrão 
marcado radioativamente (Seção 19.1Aa). No enzimaimunoen- 
saio de (Elisa, enzyme-linked immunosorbent assay\ Fig. 6.1): 

L Anticorpos contra a proteína de interesse são imobiliza- 
dos em um sólido inerte, como poliestireno. 

2, A solução contendo a proteína a ser analisada é aplicada 
à superfície coberta com anticorpos sob condições nas quais 
os anticorpos ligam-se à proteína. A proteína não ligada é 
depois removida por lavagem. 
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FIGURA 6.1 Enzimaimunoensaio (Elisa). ^ Ver Figuras 
animadas 

3. O complexo proteína-anticorpo resultante reage poste- 
riormente com um anticorpo secundário específico para a 
proteína, ao qual uma enzima facilmente analisável foi ligada 
covalentemente. 

4, Após remover, por lavagem, todo o anticorpo secun- 
dário que não se ligou ao complexo, a enzima do complexo 
imobilizado anticorpo -proteína-anticorpo-enzima é analisa- 
da, indicando assim a quantidade de proteína presente. 

Tanto os radioimunoensaios como os Elisa são amplamente 
utilizados para detectar pequenas quantidades de proteínas es- 
pecíficas e outras substâncias biológicas nos laboratórios e nas 
aplicações clínicas. Por exemplo, um dos testes de gravidez de 
fácil acesso, e que dá uma resposta segura poucos dias após a 
concepção, faz uso de Elisa para detectar o hormônio placen- 
tário gonadotrofina coriônica (Seção 19.11) na urina da mãe. 

E. Estratégia gpral para a purificação de proteínas 

O fato que as proteínas são substâncias bem-definidas não era 
muito aceito até 1926, quando James Sumner cristalizou pela 
primeira vez uma enzima, a urease do feijão-de-porco. Antes 
disso, pensava-se que as altas massas moleculares das proteínas 
resultavam de um agregado coloidal de substâncias misterio- 
sas e pouco definidas de massas moleculares menores. Após se 
perceber que era possível, em princípio, purificar proteínas, os 
trabalhos nesse sentido passaram a ser levados mais a sério. 


Na primeira metade do século XX, os métodos de pu- 
rificação de proteínas disponíveis eram extremamente gros- 
seiros para os padrões atuais. A purificação de proteínas era 
uma tarefa árdua, que consistia tanto em arte quanto em 
ciência. Em geral, o desenvolvimento de uma técnica de pu- 
rificação satisfatória para uma dada proteína significava anos 
de trabalho, que envolvia quantidades imensas de material 
de partida. Ainda assim, até 1940, cerca de 20 enzimas ha- 
viam sido obtidas na forma pura. 

Desde então, dezenas de milhares de proteínas já foram 
purificadas e caracterizadas em diferentes níveis. As técnicas 
modernas de separação apresentam um grau tão alto de discri- 
minação que é possível obter, e em grande quantidade, uma 
série de proteínas com propriedades tão semelhantes entre si 
que a mistura delas, há até poucos anos, era considerada uma 
substância pura. Contudo, o desenvolvimento de uma técnica 
eficiente para a purificação de uma dada proteína ainda pode 
ser uma tarefa intelectualmente desafiadora e demorada. 

As proteínas são purificadas por técnicas de fracionamento. 
Em uma série de etapas independentes, as diversas proprieda- 
des físico-químicas da proteína de interesse são utilizadas para 
separá-la progressivamente de outras substâncias. A ideia não 
é, necessariamente, minimizar a perda da proteína desejada, 
mas eliminar de forma seletiva os outros componentes da mis- 
tura de forma que reste apenas a substância desejada. 

Talvez não seja filosoficamente possível provar que uma 
substância esteja pura. Entretanto, o critério operacional 
para estabelecer a pureza constitui-se em um método exaus- 
tivo: a demonstração, por todos os métodos disponíveis, de 
que a amostra de interesse consiste em apenas um compo- 
nente. Assim, à medida que novas técnicas de separação são 
criadas, os padrões de pureza devem ser revisados. A expe- 
riência tem mostrado que, às vezes, quando uma amostra de 
material antes considerada substância pura é submetida a 
uma nova técnica de separação, acaba por se provar que ela 
consiste em uma mistura de vários componentes. 

As características das proteínas e de outras biomolécu- 
las que são utilizadas nas várias técnicas de separação são: 
solubilidade, carga iônica, polaridade, tamanho molecular e 
especificidade de ligação para outras moléculas biológicas. 
Algumas das técnicas que serão discutidas e as características 
proteicas das quais elas dependem são: 


Característica 

Técnica 

Solubilidade 

1. Salting in 

2. Salting out 

Carga iônica 

1. Cromatografia de troca iônica 

2. Eletroforese 

3. Focalização isoelétrica 

Polaridade 

1. Cromatografia de adsorção 

2. Cromatografia em papel 

3. Cromatografia de fase reversa 

4. Cromatografia de interação hidrofóbica 

Tamanho molecular 

1. Diálise e ultrafiltração 

2. Eletroforese em gel 

3. Cromatografia de gel filtração 

4. Ultracentrifugação 

Especificidade de 
ligação 

1. Cromatografia de afinidade 
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No restante deste capítulo, serão discutidas essas técnicas de 
separação. 

2 SOLUBILIDADE DAS PROTEÍNAS 

Os múltiplos grupos ácido-base de uma proteína fazem com 
que as suas propriedades de solubilidade sejam dependentes 
das concentrações dos sais dissolvidos, da polaridade do sol- 
vente, do pH e da temperatura. Diferentes proteínas variam 



FIGURA 3.2 Solubilidade de diversas proteínas em soluções de 
sulfato de amónio. (Segundo Cohn, E.J., and Edsall, J.T., Pro- 
teins, Amino Acids and Peptides, p. 602, Academic Press [1943].) 



FIGURA 6.3 Solubilidade da carboxiemoglobina no seu ponto 
isoelétrico em função da força iônica e do tipo de íon. Aqui S e 
5” referem-se, respectivamente, às solubilidades da proteína em 
solução salina e em água pura. Está colocado no gráfico o lo- 
garitmo dessa razão para que as curvas de solubilidade possam 
ser colocadas em uma mesma escala. (Segundo Green, A. A., /. 
Biol. Chem. 95, 47 [1932].) 


muito quanto à solubilidade em um determinado conjunto 
de condições: algumas proteínas precipitam em soluções sob 
as mesmas condições em que outras proteínas permanecem 
solúveis. Esse efeito é frequentemente utilizado como base 
para a purificação de proteínas. 

A. Efeitos das concentrações de sais 

A solubilidade de uma proteína em solução aquosa é uma 
função sensível às concentrações dos sais dissolvidos (Figs. 
6.2 a 6.4). A concentração de sal nas Figs. 6.2 e 6.3 é expressa 
em termos de força iônica, I, que é definida por 

/ = \ 2 ctf [6.1] 

onde C; é a concentração molar da espécie iônica ic Z, é a car- 
ga iônica. O uso desse parâmetro para calcular os efeitos das 
cargas iônicas resulta de considerações teóricas a respeito das 
soluções iônicas. Entretanto, como indica a Fig. 6.3, a solubili- 
dade de uma proteína em uma dada força iônica varia confor- 
me os tipos de íons presentes na solução. O grau de eficiência 
desses vários íons em influenciar na solubilidade da proteína 
é bastante semelhante para diferentes proteínas e, aparente- 
mente, deve-se sobretudo à hidratação e ao tamanho do íon. 

A solubilidade de uma proteína em uma baixa força iôni- 
ca em geral aumenta com a concentração de sal (lado esquer- 
do da Fig. 6.3 e as diferentes curvas da Fig. 6.4). A explicação 
para esse fenômeno, denominado salting in, é que, à medi- 
da que a concentração de sal da solução proteica aumenta, 
os íons de carga oposta adicionais protegem de forma mais 
efetiva as múltiplas cargas iônicas das moléculas da proteína, 
aumentando assim a solubilidade da proteína. 



FIGURA 6,4 Solubilidade da (3 -lactoglobulina em função do 
PH e em diferentes concentrações de NaCl. (Segundo Fox, S., 
and Foster, J.S., Introduction to Protein Chemistry, p. 242, Wi- 
ley [1975].) 
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Em forças iônicas altas, a solubilidade das proteínas, bem 
como a da maioria das outras substâncias, diminui. Esse efeito, 
conhecido como salting out, resulta principalmente da com- 
petição entre os íons do sal adicionado com os outros solutos 
dissolvidos pelas moléculas de solvatação. Em altas concentra- 
ções salinas, tantos dos íons adicionados são solvatados que a 
quantidade de solvente disponível torna-se insuficiente para 
dissolver outros solutos. Em termos termodinâmicos, a ativida- 
de do solvente (concentração efetiva; Apêndice do Capítulo 3) 
diminui. Portanto, as interações soluto-soluto se tornam mais 
fortes do que as interações soluto-solvente, e o soluto precipita. 

Salting out é a base para uma das técnicas mais frequente- 
mente usadas para purificar proteínas. A Fig. 6.2 mostra que a 
solubilidade de diferentes proteínas varia amplamente em fun- 
ção da concentração de sal. Por exemplo, a uma força iônica 3, 
o fibrinogênio é muito menos solúvel do que as outras proteí- 
nas da Fig. 6.2. O ajuste da concentração de sal de uma solução 
contendo uma mistura de proteínas para valores logo abaixo do 
ponto de precipitação da proteína a ser purificada faz muitas 
proteínas indesejáveis serem eliminadas da solução. Após a re- 
moção do precipitado por filtração ou por centrifugação, a con- 
centração de sal da solução remanescente é aumentada de forma 
a precipitar a proteína desejada. Dessa maneira, uma purifica- 
ção significativa e a concentração de uma grande quantidade de 
proteína podem ser convenientemente obtidas. Em vista disso, 
salting out é, muitas vezes, a etapa inicial nos procedimentos de 
purificação de proteínas. O sulfato de amónio é o reagente mais 
utilizado para a precipitação de proteínas por salting out, pois 
sua alta solubilidade (3,9 M em água a 0°C) permite a obtenção 
de soluções com altas forças iônicas (até 23,4 em água a 0°C). 

Determinados íons, principalmente I , C10 4 , SCN”, 
Lí + , Mg 2 ! , Ca 2 ' e Ba 2+ , aumentam a solubilidade em vez de 
levarem à precipitação por salting out. Esses íons também 
tendem a desnaturar as proteínas (Seção 8.4E). Já íons que 
diminuem a solubilidade das proteínas estabilizam suas es- 
truturas nativas, de forma que as proteínas que são precipita- 
das por salting out não sofrem desnaturação. 


TA BE lã 6.1 Pontos isoelétricos de várias proteínas 

conhecidas 


Proteína 

pH Isoelétrico 

Pepsina 

<1,0 

Ovalbumina (de galinha) 

4,6 

Albumina sérica (humana) 

4,9 

Tropomiosina 

5,1 

Insulina (bovina) 

5,4 

Fibrinogênio (humano) 

5,8 

•y-Globulina (humana) 

6,6 

Colãgeno 

6,6 

Mioglobina (equina) 

7,0 

Hemoglobina (humana) 

7,1 

Ribonuclease A (bovina) 

7,8 

Citocromo c (equino) 

10,6 

Histona (bovina) 

10,8 

Lisozima (de galinha) 

11,0 

Salmina (de salmão) 

12,1 


B. Efeitos dos solventes orgânicos 

Solventes orgânicos miscíveis em água, como acetona e 
etanol, em geral são bons precipitadores de proteínas, pois 
suas baixas constantes isoelétricas reduzem a força de sol- 
vatação das soluções aquosas para íons dissolvidos, como 
proteínas. As diferentes solubilidades das proteínas nessa 
mistura de solventes são a base de uma técnica de fracio- 
namento muito utilizada. Essa técnica em geral é realizada 
próximo a 0°C ou menos, pois, a temperaturas mais altas, 
os solventes orgânicos tendem a desnaturar proteínas. O 
abaixamento da constante isoelétrica por solventes orgâni- 
cos também aumenta as diferenças no comportamento das 
proteínas no salting out , assim essas duas técnicas podem 
ser combinadas com eficiência. Alguns solventes orgânicos 
miscíveis em água, entretanto, como por exemplo dimetil- 
sulfóxido (DMSO) ou N, A-dimetilformamida (DMF), são 
bons solventes para proteínas, pois têm constantes dielétri- 
cas relativamente altas. 

C. Efeitos do pH 

As proteínas geralmente possuem vários grupos ionizáveis 
que apresentam uma variedade de pK. Em um pH caracterís- 
tico para cada proteína, as cargas positivas da molécula equi- 
libram exatamente as cargas negativas. Nesse pH, ou ponto 
isoelétrico da proteína, p / (Seção 4.1 D), a molécula proteica 
não apresenta carga líquida e, portanto, fica imóvel em um 
campo elétrico. 

A Fig. 6.4 indica que a solubilidade da proteína p-lac- 
toglobulina é mínima próximo ao seu p / (5,2) em soluções 
diluídas de NaCl e aumenta, mais ou menos simetricamente, 
em valores próximos ao p /, com as mudanças de pH. Esse 
comportamento de solubilidade, que é compartilhado pela 
maioria das proteínas, é facilmente explicável. Considerações 
físico -químicas sugerem que as propriedades de solubilidade 
das moléculas sem carga são insensíveis à concentração de 
sal. À primeira vista, portanto, uma proteína no seu ponto 
isoelétrico não está sujeita a salting in. Contudo, à medida 
que o pH varia em relação ao p / da proteína, ou seja, à me- 
dida que a carga da proteína aumenta, ela fica cada vez mais 
sujeita ao salting in, pois as interações eletrostáticas entre as 
moléculas vizinhas que promovem agregação e precipitação 
também aumentam. Logo, em soluções com concentrações 
de sal moderadas, ê de se esperar que a solubilidade de uma 
proteína em função do pH seja mínima no seu pl e aumente a 
partir desse valor com relação ao pH. 

As proteínas variam quanto à composição de aminoáci- 
dos e, portanto, como indica a Tabela 6.1, quanto aos seus 
p/s. Esse fenômeno constitui a base de uma técnica de puri- 
ficação de proteína conhecida como precipitação isoelétrica, 
na qual o pH de uma mistura proteica é ajustado para o p I 
da proteína a ser isolada, minimizando seletivamente a sua 
solubilidade. Na prática, essa técnica é combinada com sal- 
ting out de maneira que a proteína que está sendo purificada 
precipita por salting out quando próxima ao seu p /. 

D. Cristalização 

Uma vez que uma proteína tenha alcançado um estado de 
pureza razoável, pode ser possível cristalizá-la. Isso, em ge- 
ral, é realizado com o uso de agentes precipitantes, como os 
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FIGURA 6.5 Cristais de proteínas, {a) Azurina de Pseudomo- 
nas aeruginosa, (b) flavodoxina de Desulfovibrio vulgaris , (c) 
rubredoxina de Clostrídium pasteurianum, (d) azidometo mio- 
emeritrina da lesma marinha Siphonosoma funafuti, (e) hemo- 
globina de lampreia e (/) bacterioclorofila a de Prosthecochloris 
aestuarii. Essas proteínas são coloridas devido aos cromóforos 
(grupos que absorvem a luz) associados a elas; as proteínas 
ficam incolores na ausência desses grupos. (Imagens a-c , cor- 
tesia de Larry Sieker, University of Washington, EUA; d ee, 
cortesia de Wayne Hendrickson, Columbia University, EUA; /, 
cortesia de John Olsen, Brookhaven National Laboratories, e 
Brian Matthews, University of Oregon, EUA.) 


descritos anteriormente, de forma a deixar a solução proteica 
logo acima do seu ponto de saturação. Quando fica parada 
por um tempo (que pode variar de 5 minutos até vários me- 
ses), durante o qual, muitas vezes, a concentração do agente 
precipitante é lentamente aumentada, a proteína pode preci- 
pitar da solução na forma cristalizada. Muitas vezes, é neces- 
sário testar a cristalização com soluções sob diferentes condi- 
ções e com vários agentes precipitantes até que seja possível 
obter os cristais. O tamanho dos cristais pode variar desde 
microscópicos até 1 mm ou mais de diâmetro. Os cristais 
maiores, que geralmente exigem mais cuidado para crescer, 
são apropriados para a análise por cristalografia por raios X 
(Seção 8.3A). Alguns cristais são mostrados na Fig, 6.5. 


cionária, a qual, em alguns tipos de cromatografia, pode estar 
associada a um líquido. A interação de cada um dos solutos 
com a fase estacionária age de forma a retardar o seu flu- 
xo pela matriz, e a maneira pela qual isso ocorre varia com 
as propriedades de cada soluto. Se a mistura que está sendo 
fracionada inicia sua trajetória através da coluna como uma 
camada estreita, as diferentes forças retardadoras de cada 
componente, que fazem com que eles migrem a velocidades 
diferentes, acabam fazendo com que a mistura se separe em 
camadas (ou bandas) de substâncias puras. 

O poder da cromatografia deriva da natureza contínua 
dos processos de separação. Uma única etapa de purificação 
(ou “placa teórica”, como é chamada em analogia às técnicas 
de destilação) pode apresentar uma baixa tendência de se- 
parar uma mistura em componentes puros. Entretanto, uma 
vez que esse processo é aplicado de forma contínua, sendo 
repetido centenas ou mesmo centenas de milhares de vezes, 
ao final ocorre a segregação da mistura em seus diferentes 
componentes. Os componentes que foram separados podem 
então ser coletados em frações separadas para análise e/ou 
posterior fracionamento. 

Os vários métodos de cromatografia são classificados 
com base nas fases móveis e estacionárias. Por exemplo, na 
cromatografia gasosa-líquida, a fase móvel e a estacionária 
são a gasosa e a líquida, respectivamente, enquanto na cro- 
matografia líquida-líquida elas são líquidos não miscíveis, 
estando um deles ligado a um suporte sólido inerte. Os mé- 
todos cromatográficos podem ainda ser classificados de acor- 
do com a natureza da interação predominante entre a fase 
estacionária e as substâncias que estão sendo separadas. Por 
exemplo, se a força retardadora tem caráter iônico, a técni- 
ca de separação constitui uma cromatografia de troca iônica, 
enquanto se a força for resultado da adsorção dos solutos à 
fase estacionária, a técnica é conhecida como cromatografia 
de adsorção. 

Como já foi comentado, uma célula contém um número 
imenso de diferentes componentes, muitos dos quais apre- 
sentam propriedades bastante semelhantes. Portanto, as téc- 
nicas de isolamento para a maioria das substâncias biológicas 
incorporam várias etapas de cromatografia independentes, 
de modo que a substância de interesse possa ser purificada 
de acordo com diversos critérios. Nesta seção, são descritas 
as técnicas mais comuns de cromatografia. 


3 SEPARAÇÃO CROMATOGRÃFICA 

Em 1903, o botânico russo Mikhail Tswett descreveu a sepa- 
ração dos pigmentos de folhas vegetais em solução utilizando 
adsorventes sólidos. Ele denominou esse processo cromato- 
grafia (do grego: chroma, cor + graphein, escrever), presu- 
mivelmente devido às bandas coloridas que eram formadas 
no adsorvente à medida que os componentes das misturas 
pigmentadas separavam-se uns dos outros (e possivelmente 
porque Tswett significa “cor” em russo). 

Os métodos modernos de separação fundamentam-se 
muito em procedimentos cromatográficos. Em todos eles, 
uma mistura de substâncias a ser fracionada é dissolvida em 
um fluido líquido ou gasoso, conhecido como fase móvel. A 
solução resultante é percolada através de uma coluna con- 
tendo uma matriz sólida porosa, conhecida como fase esta- 


A. Cromatografia de troca iônica 

No processo de troca iônica , os íons que estão ligados eletros- 
taticamente a uma matriz insolúvel e quimicamente inerte são 
substituídos , reversivelmente, pelos íons em solução. 

R + A~ + B“ R + B~ + A“ 

Na equação, R A é um trocador de ânions na forma A~, 
e B ~ representa os ânions em solução. Os trocadores de cá- 
tions possuem, similarmente, grupos carregados negativa- 
mente que se ügam reversivelmente a cátions. Poliânions e 
policãtions, portanto, ligam-se a trocadores de ânions e de 
cátions, respectivamente. Entretanto, proteínas e outros 
polieletrólitos (polímeros poliônicos), que possuem cargas 
positivas e negativas, podem ligar-se tanto a trocadores de 
cátions como de ânions, dependendo da sua carga final. A 


136 Do na I d Voet / Judith G. Voet 


(a) 


(b) 
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FIGURA 6.6 Cromatografia de troca iônica utilizando eluição em gradiente descontínuo. Na figura, a área bege da coluna repre- 
senta o trocador de íons, e as bandas coloridas representam as várias proteínas, (a) A mistura proteica é ligada à porção superior 
do trocador de íons na coluna cromatográfica. ( b ) A medida que a eluição progride, as várias proteínas são separadas em bandas 
discretas como consequência das diferentes afinidades pelo trocador de íons sob essas condições de solução. A primeira banda 
de proteína (em vermelho ) passou através da coluna e está sendo isolada em uma fração, enquanto as outras bandas permanecem 
próximo ao topo da coluna, (c) A concentração de sal no tampão de eluição é aumentada para aumentar a mobilidade das demais 
bandas, fazendo com que elas sej am eluídas. (d) Diagrama de eluição da mistura protéica da coluna. {jQ Ver Figuras animadas 


afinidade com a qual um polieletrólito se liga a um determina- 
do trocador de íons depende das identidades e concentrações 
dos outros íons em solução devido à competição entre esses 
vários íons pelos sítios de ligação no trocador de íons. As 
afinidades de ligação de polieletrólitos que possuem grupos 
ácido-base são também altamente dependentes do pH, devido 
à variação de suas cargas em função do pH. Esses princípios 
são de grande utilidade para o isolamento de moléculas bio- 
lógicas por cromatografia de troca iônica (Fig. 6.6), como 
descrito a seguir. 

Ao purificar uma dada proteína (ou outro polieletróli- 
to), o pH e a concentração de sal da solução na qual está dis- 
solvida a proteína são definidos de maneira que a proteína de 
interesse se ligue fortemente ao trocador de íons escolhido. 
Um pequeno volume da solução proteica impura é aplicado 
no topo da coluna, a qual foi preenchida com o trocador de 
íons, e a coluna é lavada com a solução tamponada. 

Diferentes proteínas ligam-se ao trocador de íons com 
diferentes afinidades. À medida que a coluna vai sendo la- 


vada com o tampão, processo chamado eluição, aquelas pro- 
teínas com afinidade relativamente baixa pelo trocador de 
íons movem-se através da coluna mais rapidamente do que 
as proteínas que se ligam ao trocador de íons com afinidades 
mais altas. Isso ocorre porque o avanço de uma determinada 
proteína através da coluna é retardado em relação ao avanço 
do solvente devido às interações entre as moléculas proteicas 
com o trocador de íons. 

Quanto maior a afinidade de ligação de uma proteína 
pelo trocador de íons, mais ela será retardada. Logo, pro- 
teínas que se ligam firmemente ao trocador de íons podem 
ser eluídas trocando-se o tampão de eluição por algum ou- 
tro que tenha uma concentração de sal (e/ou de pH diferen- 
te) maior, um processo denominado eluição em gradiente 
descontínuo. 

Com o uso de um coletor de frações, a purificação de 
uma substância pode ser realizada selecionando-se apenas 
aquelas frações do efluente da coluna contendo a substância. 
Os materiais separados cromatograficamente podem ser de- 
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tectados de diversas maneiras. Os conteúdos do efluente da 
coluna podem ser monitorados diretamente, por meio de de- 
tectores acoplados à coluna, de acordo com sua absorbância 
em UV em comprimentos de onda específicos (geralmente 
280 nm para proteínas [pois as cadeias laterais aromáticas de 
Phe, Trp e Tyr apresentam alta absorbância nesses compri- 
mentos de onda; Seção 9.1Cb] e 260 nm para ácidos nuclei- 
cos [seu máximo de absorção; Fig. 5.156]), sua fluorescên- 
cia, sua radioatividade, seu índice refratório, seu pH ou sua 
condutividade elétrica. Essas propriedades também podem 
ser medidas em cada fração da coluna depois que a corrida 
cromatográfica tiver terminado. Além disso, as biomoléculas 
podem ser detectadas por suas atividades enzimáticas e bio- 
lógicas, como discutido na Seção 6.1D. 

a. A eluição em gradiente contínuo melhora a separação 
cromatográfica 

O processo de purificação pode ser melhorado lavando-se a 
coluna contendo a proteína pelo método de eluição em gra- 
diente contínuo (ou, simplesmente, eluição em gradiente). 
Nesse método, o pH e/ou a concentração de sal variam con- 
tinuamente à medida que a coluna vai sendo eluída, liberan- 
do sequencialmente as várias proteínas que estão ligadas ao 
trocador de íons. Essa técnica em geral leva a uma melhor 
separação de proteínas, se comparada à eluição da coluna 
utilizando uma única solução ou à eluição em gradiente des- 
contínuo. 

Muitos tipos diferentes de eluição em gradiente têm 
sido empregados com sucesso na purificação de moléculas 
biológicas. O mais utilizado é o gradiente linear, no qual a 
concentração da solução de eluição varia linearmente com o 
volume de solução passado na coluna. Um aparelho simples 
para gerar esse tipo de gradiente está ilustrado na Fig. 6.7. Na 
figura, a concentração de soluto, c, na solução que é retirada 
da câmara de mistura é expressa por 

c = c 2 - (c 2 - ci)/ [6.2] 

onde c 1 é a concentração inicial da solução na câmara de mis- 
tura, c 2 é a concentração da solução na câmara do reserva- 
tório, e/é a fração remanescente dos volumes combinados 
das soluções inicialmente presentes em ambas as câmaras. 
Gradientes lineares de concentração salina crescente prova- 
velmente são mais utilizados do que qualquer outro tipo de 
eluição. Entretanto, gradientes de diferentes perfis podem 
ser gerados utilizando duas ou mais câmaras de diferentes 
diâmetros ou então aparelhos de mistura programáveis. 



FIGURA 6 . 7 Aparelho para gerar um gradiente de concen- 
tração linear. Duas câmaras abertas conectadas, que possuem 
seções transversais idênticas, são inicialmente preenchidas com 
volumes iguais de soluções de concentrações diferentes. A me- 
dida que a solução de concentração c 1 vai saindo da câmara de 
mistura, ela vai sendo substituída pela solução de concentração 
c 2 da câmara do reservatório. A concentração da solução na 
câmara de mistura varia linearmente a partir da concentração 
inicial, Cj, até a concentração final, c 2 , como expressado pela 
Equação [6,2] . 


b. Existem diversos tipos de trocadores de íons 
Os trocadores de íons consistem em grupos carregados aco- 
plados covalentemente a uma matriz. A natureza química 
dos grupos carregados determina os tipos de íons que se li- 
gam ao trocador de íons e a força com a qual se ligam. As 
propriedades químicas e mecânicas da matriz governam as 
características do fluxo, a acessibilidade dos íons e a estabili- 
dade do trocador de íons. 

Diversas classes de materiais, chamados coloquialmente 
de resinas, são usadas como matrizes de suporte para troca- 
dores de íons na purificação de proteínas, incluindo celulo- 
se (Fig. 6.8), poliestireno, géis de agarose e géis de dextrana 
(Seção 6.3Bb). A Tabela 6.2 descreve alguns dos trocadores 
de íons disponíveis comercialmente que são utilizados com 
mais frequência. 

Trocadores de íons com base em celulose são um dos 
materiais mais frequentemente empregados para separar 
moléculas biológicas. A celulose, originária da madeira ou 
do algodão, é levemente alterada com grupos iônicos para 



DEAE: R = — CH 2 - CH 2 -NH(CH 2 CH 3 ) 2 
CM: R = — CH 2 — COO - 


FIGURA 6.8 Fórmulas moleculares de trocadores de íons com base em celulose. 
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TABELA 6.2 Alguns trocadores de íons utilizados em bioquímica 

Nome Tipo Grupo ionizável Características 

DEAE -celulose Levemente básico Dietilaminoetil Utilizado para separar proteínas ácidas e 

— CH 2 CH 2 N (C 2 H5 ) 2 neutras 

CM-celulose Levemente ácido Carboximetil — CH 2 COOH Utilizado para separar proteínas básicas e 

neutras 

P-celulose Fortemente e levemente ácido Fosfato — 0P0 3 H 2 Dibásico, liga fortemente proteínas básicas 

Bio-Rex 70* Levemente ácido, com base Ácido carboxílico — COOH Utilizado para separar proteínas básicas e 

em poliestireno aminas 

DEAE-Sephadex* Gel de dextrana com ligações Dietilaminoetil Combinação de cromatografia e gel filtração 

cruzadas levemente básico — CH 2 CH 2 N(C 2 H 5 ) 2 de proteínas ácidas e neutras 

SP-Sepharose* Gel de agarose com ligações Metilsulfonato — CH 2 S0 3 H Combinação de cromatografia e gel filtração 

cruzadas fortemente ácido de proteínas básicas 

* Sephadex e Sepharose são produtos da GE Healthcare; resinas Bio-Rex são produtos da BioRad Laboratories. 


formar o trocador de íons. O trocador de ânions com base em 
celulose mais usado é a dietilaminoetil (DEAE)-celulose. en- 
quanto a carboximetil (CM)-celulose é o trocador de cãtions 
com base em celulose mais popular (Fig. 6.8). 

Trocadores de íons com base em gel podem ter os mes- 
mos tipos de grupos carregados que os com base em celulose. 
A vantagem dos trocadores de íons de gel é que eles com- 
binam as propriedades de separação da gel filtração (Seção 
6.3B) com aquelas da troca iônica. Devido ao alto grau de 
substituição de grupos carregados, que resulta de suas estru- 
turas porosas, esses géis possuem uma capacidade de carga 
maior do que os trocadores de celulose. 

Uma desvantagem das matrizes com base em celulose e 
em gel é que elas são facilmente comprimíveis (em geral de- 
vido às altas pressões resultantes de tentativas de aumentar 
o fluxo de eluição), reduzindo assim o fluxo da solução de 
eluição. Esse problema tem sido reduzido com a fabricação 
de matrizes incomprimíveis, como, por exemplo, as deriva- 
das de süica e de pérolas de vidro. 
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Esses materiais permitem pressões e velocidades de fluxo al- 
tas, mesmo quando formados de partículas em pó bastante 
finas, permitindo assim separações cromatográficas mais efi- 
cazes (ver HPLC na Seção 6.3DH). 


B. Cromatografia de gel filtração 

Na cromatografia de gel filtração, que também é chamada 
de cromatografia por exclusão de tamanho e peneira mole- 
cular, as moléculas são separadas de acordo com a forma e o 
tamanho . Nessa técnica, a fase estacionária consiste em esfe- 
ras de um material hidratado e espongiforme contendo poros 
que abrangem uma faixa de tamanho molecular relativamen- 
te pequena. Se uma solução aquosa que contém moléculas de 


vários tamanhos é passada através da coluna contendo essas 
“peneiras moleculares”, as moléculas que são muito grandes 
para passar pelos poros são excluídas do volume do solvente 
dentro das esferas do gel. Logo, essas moléculas grandes pas- 
sam pela coluna mais rapidamente, ou sej a, em um volume 
menor de solução de eluição, do que as moléculas que pas- 
sam através dos poros (Fig. 6.9). 

A massa molecular da menor molécula que é incapaz 
de penetrar nos poros de um determinado gel é considerada 
como seu limite de exclusão. Esse limite é, até certo ponto, 
uma consequência da forma da molécula, pois moléculas 
alongadas, em consequência do seu maior raio de hidrata- 
ção, têm menor capacidade de penetrar no poro de um gel 
do que moléculas esféricas que tenham um mesmo volume 
molecular. 

O comportamento de uma molécula em uma coluna de 
gel pode ser quantitativamente caracterizado. Se V x é o volu- 
me ocupado pelas partículas do gel e V 0 , ou volume morto, é 
o volume do espaço do solvente que envolve as partículas do 
gel, então V„ o volume total do gel da coluna, é simplesmente 
a soma desses: 


V t =v x + V a [ 6 . 3 ] 

V Q é geralmente ~35% de V r 

O volume de eluição de um dado soluto, V e , é o volume 
de solvente necessário para eluir o soluto da coluna depois 
que ele tenha sido aplicado no gel. O volume morto de uma 
coluna é facilmente mensurável, sendo esse o volume de 
eluição de um soluto cuja massa molecular é maior do que 
o limite de exclusão do gel. O comportamento de um dado 
soluto em um gel é, portanto, caracterizado pela razão V/V Q , 
o volume relativo de eluição, uma grandeza que independe 
do tamanho da coluna utilizada. 

As moléculas com massas moleculares menores do que o 
limite de exclusão de um gel eluirão do gel na ordem das suas 
massas moleculares, com as maiores eluindo primeiro. Isso 
ocorre porque os tamanhos dos poros em um gel variam den- 
tro de uma faixa limitada, de forma que as moléculas maio- 
res, ao contrário das menores, não têm o volume interno de 
gel disponível. Esse efeito é a base da cromatografia de gel 
filtração. 
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FIGURA 6.9 Cromatografia de gel filtração, (a) Uma partícula esférica de gel, cujo contorno está representado por uma linha 
pontilhada, consiste na matriz do gel ( linhas sólidas onduladas ), que possui um espaço interno com solvente. As moléculas menores 
( pontos vermelhos ) podem penetrar livremente nesse espaço da esfera do gel. Entretanto, as moléculas grandes {pontos azuis ) são 
muito grandes para penetrar nos poros do gel. (b) A solução de amostra começa a entrar na coluna de gel (em que as esferas de gel 
estão representadas por esferas marrons), (c) As moléculas menores conseguem penetrar no gel e consequentemente migram atra- 
vés da coluna mais lentamente do que as moléculas maiores, que são excluídas do gel. (d) As moléculas maiores emergem da colu- 
na e são coletadas separadamente das moléculas menores, as quais necessitam de mais solvente para serem eluídas da coluna, (e) 
Diagrama de eluição do cromatograma, indicando a separação completa dos dois componentes, com o componente maior eluindo 
antes. ijfò Ver Figuras animadas 


a. A cromatografia de gel filtração pode ser usada para 
estimar massas moleculares 

Há uma relação linear entre o volume de eluição relativo de 
uma substância e o logaritmo de sua massa molecular, den- 
tro de uma faixa considerável de massas moleculares (Fig. 
6.10). Se um gráfico como o da Fig. 6.10 for feito para uma 
determinada coluna de gel filtração, utilizando-se macromo- 
léculas de massas moleculares conhecidas, a massa molecular 
de uma substância desconhecida pode ser estimada a partir 
de sua posição no gráfico. A precisão dessa técnica é limitada 
pelo grau de precisão da premissa de que tanto macromolécu- 
las conhecidas como desconhecidas possuem formas idênti- 
cas. Mesmo assim, a cromatografia de gel filtração é bastante 
usada para estimar massas moleculares, pois pode ser apli- 
cada para amostras relativamente impuras (proporcionando 
a identificação da molécula de interesse) e porque pode ser 
realizada utilizando equipamentos simples. 

b. A maioria dos géis é feita de dextrana, agarose ou 
poliacrilamida 

Os materiais mais utilizados para fazer géis cromatográficos 
são dextrana (um polímero de glicose de alta massa mole- 
cular produzido pela bactéria Leuconostoc mesenteroides ), 


agarose (um polímero linear de moléculas de D-galactose e 
3,6-anidro-L-galactose alternadas, obtido de algas verme- 
lhas) e poliacrilamida (Seção 6.4B). As propriedades dos di- 
versos géis que são empregados com frequência na separação 
de moléculas biológicas estão listadas na Tabela 6.3. A po- 
rosidade dos géis de dextrana, comercializados com o nome 
de Sephadex, é controlada pela massa molecular da dextrana 
utilizada e pela introdução de unidades de gliceril-éter que 
se ligam transversalmente aos grupos hidroxila das cadeias 
de poliglicose, formando uma malha. As diversas classes de 
Sephadex disponíveis apresentam limites de exclusão entre 
0,7 e 600 kDa. O tamanho do poro nos géis de poliacrilami- 
da é controlado, de forma semelhante, pelo grau de ligações 
cruzadas que formam a malha entre as moléculas de poliacri- 
lamida (Seção 6.4B). Eles são comercializados com o nome 
Bio-Gel P e possuem limites de exclusão entre 0,2 e 400 kDa. 
Moléculas bastante grandes e complexos supramoleculares 
podem ser separados utilizando géis de agarose, comerciali- 
zados com os nomes Sepharose e Bio-Gel A, que têm limites 
de exclusão de até 150.000 kDa. 

A gel filtração, em geral, é utilizada para retirar o sal de 
uma solução proteica. Por exemplo, uma proteína precipitada 
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FIGURA S.10 Determinação da massa molecular por cromatografia de gel filtração. O gráfico mostra o volume de eluição relati- 
vo em função do logaritmo da massa molecular de diversas proteínas de uma coluna de dextrana (Sephadex G-200) em pH 7,5. As 
barras laranjas representam glico proteínas (proteínas com grupos de carboidratos ligados). (Segundo Andrews, P., Biochem. J. 96, 
597 [1965].) 


TABEL 6.3 Alguns materiais frequentemente utilizados em gel filtração 

Nome Tipo Faixa de fracionamento (kDa) 


Sephadex G-10 

Dextrana 

0,05-0,7 

Sephadex G-25 

Dextrana 

1-5 

Sephadex G-50 

Dextrana 

1-30 

Sephadex G-100 

Dextrana 

4-150 

Sephadex G-200 

Dextrana 

5-600 

Sephacryl S-100 

Dextrana com ligações cruzadas 

1-100 

Sephacryl S-200 

Dextrana com ligações cruzadas 

5-250 

Sephacryl S-300 

Dextrana com ligações cruzadas 

4-150 

Sephacryl S-400 

Dextrana com ligações cruzadas 

20-8.000 

Bio-Gel P-2 

Poliacrilamida 

0,1-1, 8 

Bio-Gel P-6 

Poliacrilamida 

1-6 

Bio-Gel P-10 

Poliacrilamida 

1,5-20 

Bio-Gel P-30 

Poliacrilamida 

2,5-40 

Bio-Gel P-100 

Poliacrilamida 

5-100 

Sepharose 6B 

Agarose 

10-4.000 

Sepharose 4B 

Agarose 

60-20.000 

Sepharose 2B 

Agarose 

70-40.000 
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com sulfato de amónio pode ser separada do sulfato de amónio, 
dissolvendo-se o precipitado proteico em um volume mínimo 
de um tampão adequado e aplicando-se a solução em uma co- 
luna de gel com limite de exclusão menor do que a massa mole- 
cular da proteína. Na eluição da coluna com tampão, a proteína 
seguirá na frente do sulfato de amónio através da coluna. 

Géis de dextrana e de agarose podem ser alterados com 
grupos ionizáveis, tais como DEAE e CM, para formar géis de 
troca iônica (Seção 6.3Ab). As substâncias cromatografadas 
nesses géis são, portanto, separadas tanto de acordo com suas 
cargas iônicas como de acordo com seus tamanhos e formas. 

c. A diálise é um tipo de filtração molecular 
Diálise ê um processo que separa as moléculas de acordo com 
o seu tamanho utilizando membranas semipermeáveis que 
contêm poros de dimensões menores do que a dimensão das 
macromoléculas. Esses poros permitem que as moléculas pe- 
quenas, como aquelas de solventes, sais e outros metabólitos, 
sofram difusão através da membrana, mas bloqueiam a pas- 
sagem de moléculas maiores. O celofane (acetato de celulo- 
se) é o material de diálise geralmente mais utilizado, apesar 
de várias outras substâncias, como por exemplo a celulose e 
o colódio, também serem empregadas. Esses materiais po- 
dem ser encontrados com vários limites de exclusão de massa 
molecular (o tamanho da menor partícula que não passa pela 
membrana), que variam de 0,5 a 500 kDa. 

A diálise (que não é considerada um tipo de cromato- 
grafia) é utilizada para trocar o solvente no qual macromo- 
léculas estão dissolvidas. Uma solução macromolecular é 
colocada dentro de um saco de diálise (que geralmente é fe- 
chado amarrando-se a membrana de diálise em ambas as ex- 
tremidades), que é mergulhado em um volume relativamente 
grande do novo solvente (Fig. 6.11a). Após várias horas de 
agitação, as soluções estarão equilibradas, mas as macromo- 
léculas permanecerão dentro do saco de diálise (Fig. 6.11b). 
O processo pode ser repetido diversas vezes para substituir 
totalmente um solvente por outro. 


(a) 


No início da 
diálise 


(b) No equilíbrio 


A diálise tem sido amplamente substituída por uma 
técnica semelhante e relacionada, conhecida como ultrafil- 
tração, na qual uma solução de macromoléculas é forçada, 
sob pressão ou por centrifugação, através de uma membrana 
semipermeável, a qual pode ser feita de diversos materiais, 
incluindo acetato de celulose, náilon ou fluoreto de polivi- 
nilideno (PVDF). O solvente e os solutos pequenos passam 
através da membrana, deixando para trás a solução de ma- 
cromoléculas mais concentrada. Assim, a ultrafiltração pode 
ser utilizada para dessalinizar uma solução macromolecular. 
Como existem membranas de ultracentrifugação com diver- 
sos tamanhos de poros, essa técnica pode ser utilizada para 
separar macromoléculas de diferentes tamanhos. 

O solvente também pode ser removido de uma amos- 
tra em solução através da liofilização, um processo no qual 
a solução é congelada e o solvente é sublimado sob vácuo. 
A liofilização é geralmente utilizada para preparar materiais 
biológicos para o armazenamento por longos períodos ou 
para o transporte deles. 

C. Cromatografía de afinidade 

Uma característica marcante de algumas proteínas é a habi- 
lidade que elas têm em se ligarem fortemente, mas de for- 
ma não co valente, a moléculas específicas. Essa propriedade 
pode ser utilizada para purificar essas proteínas por meio de 
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FIGURA 6.11 Uso da diálise para separar moléculas pequenas 
e grandes, (a) Apenas as moléculas pequenas difundem pelos 
poros do saco de diálise, mostrado aqui como um tubo amar- 
rado em ambas as extremidades. ( b ) No equilíbrio, as concen- 
trações das moléculas pequenas são quase iguais dentro e fora 
do saco de diálise, enquanto as macromoléculas permanecem 
dentro do saco. 


FIGURA 6.12 CromatograGa de aGnidade. Um ligante 
{amarelo) é ancorado covalen temente a uma matriz porosa. A 
amostra (cujos sítios de ligação ao ligante estão representados 
por triângulos, semicírculos e quadrados recortados) é passada 
através da coluna. Apenas algumas moléculas (representadas 
por círculos laranjas) se Hgam com especificidade ao ligante; as 
outras são lavadas da coluna. 


142 Dona! d Voet / Judith G. Voet 


cromatografia de afinidade (Fig. 6.12). Nessa técnica, uma 
molécula, conhecida como ligante (em analogia aos ligantes 
dos compostos de coordenação), que se liga especificamen- 
te à proteína de interesse, é acoplada covalentemente a uma 
matriz porosa inerte. Quando se passa uma solução proteica 
impura através desse material cromatográfico, a proteína de 
interesse liga-se ao ligante imobilizado, enquanto as outras 
substâncias são lavadas da coluna pelo tampão. A proteína 
de interesse pode ser depois recuperada na forma pura tro- 
cando-se as condições de eluição de maneira que a proteína 
seja liberada da matriz cro mato gráfica. A grande vantagem 
da cromatografia de afinidade é a possibilidade de utilizar 
propriedades bioquímicas que sejam próprias da proteína de 
interesse, em vez das pequenas diferenças nas propriedades 
físico-químicas entre as proteínas, como é utilizado pelos ou- 
tros métodos cromatográficos. 

A matriz cromatográfica, na cromatografia de afinidade, 
deve ser quimicamente inerte, apresentar alta porosidade e 
possuir um grande número de grupos funcionais capazes de 
formar ligações covalentes com os ligantes. Dentre os poucos 
materiais disponíveis que cumprem esses critérios, a agarose, 
que possui numerosos grupos hidroxila livres, é sem dúvida a 
mais utilizada. Se o ligante possuir um grupo amina primário 
que não é essencial para a sua ligação à proteína de interesse, 
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FIGURA 6.13 Ligação covalente do ligante à agarose. A 

formação de agarose ativada por brometo de cianogênio {parte 
superior da figura ) e sua reação com uma amina primária para 
formar um ligante acoplado covalentemente para uso em cro- 
matografia de afinidade (parte inferior da figura). 


o ligante pode ser ligado covalentemente à agarose em duas 
etapas (Fig. 6.13): 

1. A agarose reage com brometo de cianogênio para for- 
mar um intermediário “ativado”, porém estável (normal- 
mente disponível no comércio). 

2. O ligante reage com a agarose ativada para formar um 
produto ligado covalentemente. 

Muitas proteínas são incapazes de se ligarem aos seus li- 
gantes acoplados a brometo de cianogênio devido a interfe- 
rências espaciais (esféricas) com a matriz de agarose. Esse pro- 
blema é amenizado acoplando -se o ligante à agarose por meio 
de um grupo “espaçador” flexível. Isso é feito mais facilmente 
utilizando-se resinas ativadas disponíveis no mercado. Uma 
dessas resinas é a agarose “epóxi-ativada”, na qual um grupo 
espaçador (contendo, p. ex., uma cadeia de 12 átomos) liga a 
resina a um grupo epóxi reativo. O grupo epóxi pode reagir 
com vários dos grupos nucleofílicos dos ligantes, permitindo 
assim que o ligante de escolha se ligue covalentemente à aga- 
rose por meio de um braço de tamanho definido (Fig. 6.14). 

O ligante utilizado no isolamento de uma proteína espe- 
cífica por meio de cromatografia de afinidade deve apresen- 
tar uma afinidade pela proteína alta o suficiente para imobi- 
lizá-la no gel de agarose, mas não tão alta que a impeça de 
ser liberada subsequentemente. Se o ligante for um substrato 
para a enzima a ser isolada, as condições da cromatografia 
devem ser tais que a enzima não aja cataliticamente, senão o 
ligante será destruído. 

Depois que a proteína tiver sido ligada à coluna de 
cromatografia de afinidade e lavada para a retirada de im- 
purezas, ela precisa ser desligada da coluna. Uma maneira 
de fazê-lo é eluir a coluna com uma solução contendo um 
composto que tenha maior afinidade pelo sítio de ligação 
ao ligante da proteína do que o próprio ligante. Outra ma- 
neira é alterar as condições da solução de tal forma que o 
complexo proteína-ligante não seja mais estável, mudando- 
-se, por exemplo, o pH, a força iônica e/ou a temperatura. 
Entretanto, deve-se tomar cuidado para que as condições 
não sejam tão desfavoráveis a ponto de danificar irreversi- 
velmente a proteína. Um exemplo de purificação de proteína 
por cromatografia de afinidade é mostrado na Fig. 6.15. 

A cromatografia de afinidade j ã foi utilizada para iso- 
lar substâncias como enzimas, anticorpos, proteínas de 
transporte, receptores hormonais, membranas e até célu- 
las inteiras. Por exemplo, o hormônio insulina (Seção 7.1) 
foi acoplado covalentemente à agarose e utilizado para 
isolar o receptor de insulina (Seção 19. 3 Ac), uma proteína 
de superfície celular cujas propriedades eram desconheci- 
das e que está presente nos tecidos em quantidades muito 
pequenas. Técnicas de engenharia genética (Seção 5.5G) 
têm permitido a purificação, por afinidade, de proteínas 
para as quais não existem ligantes, por meio da formação 
de proteínas de fusão, ligando a proteína a ser isolada com 
outra proteína que possua um ligante disponível para uso. 
Por exemplo, proteínas de fusão cujas porções N-terminais 
consistem na enzima glutationa-S-transferase (GST; Seção 
25.7Cb) ligam-se firmemente ao tripeptídeo glutationa 
(Seção 21.2Ba) e, assim, podem ser purificadas facilmente 
por cromatografia de afinidade empregando uma matriz de 
agarose-glutationa. 
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FIGURA 6.14 Produção de derivados da 
agarose epóxi-ativada. Vários tipos de grupos 
nucleofílicos podem ser ligados covalentemente 
à agarose epóxi-ativada pela reação com seus 
grupos epóxi. 


(^R^) — Ligante 


O poder de separação da cromatografia de afinidade 
para uma determinada proteína em geral é bem maior do 
que o de outras técnicas cromatográficas. De fato, em um 
protocolo de isolamento de uma proteína, a substituição de 
várias etapas cromatográficas por uma única etapa de cro- 
matografia de afinidade geralmente resulta em proteína mais 
pura e com rendimento maior. 

a. A cromatografia de imunoafinidade utiliza-se da 
especificidade de ligação dos anticorpos monoclonars 

Uma combinação de imunoquímica com cromatografia de 
afinidade originou um método muito eficaz para a purifi- 
cação de moléculas biológicas. A ligação de anticorpos mo- 
noclonais (Seção ó.lDa) a um material de coluna adequado 
gera uma substância que ligará apenas a proteína contra a 
qual o anticorpo foi produzido. Com essa cromatografia 


de imunoafinidade pode-se atingir uma purificação de até 
10.000 vezes em uma única etapa. Dentre as desvantagens da 
cromatografia de imunoafinidade incluem-se as dificuldades 
técnicas de produzir anticorpos monoclonais e as condições 
severas que em geral são necessárias para eluir a proteína da 
coluna. 

D. Outras técnicas cromatográficas 

Existem algumas outras técnicas cromatográficas de impor- 
tância bioquímica. Elas serão discutidas brevemente a seguir. 

a. A cromatografia de adsorção separa substâncias apoiares 
Na cromatografia de adsorção (o método cromatográfico 
original), as moléculas são adsorvidas fisicamente na super- 
fície de uma substância insolúvel, como por exemplo alumi- 
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FIGURA 6.15 ( a ) Purificação da nuclease de estafilococos (uma 
enzima que hidrolisa o DNA) por cromatografia de afinidade. 

O composto mostrado em b, cuja porção difosfotimidina liga-se 
especificamente à enzima, foi ligado covalentemente à agarose 
ativada por brometo de cianogênio. A coluna foi equilibrada 
com tampão borato 0,05 M, pH 8,0, contendo 0,01 M CaCl 2 , e 
aproximadamente 40 mg de material parcialmente purificado 
foram aplicados na coluna. Depois que 50 mL do tampão foram 
passados pela coluna para a retirada de material não ligado, 

0,1 M de ácido acético foi adicionado para eluir a enzima. Toda a 
atividade enzimática original, compreendendo 8,2 mg de nuclease 
pura, foi recuperada. (Segundo Cuatrecasas, P., Wilchek, M., and 
Anfinsen, C.B., Proc. Natl. Acad. Sei. 61, 636 [1968].) 
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na (A1 2 0 3 ), carvão, terra de diatomáceas (também chamada 
de kieselguhr, fósseis de silício de organismos unicelulares 
conhecidos como diatomáceas), sacarose finamente pulveri- 
zada e gel de sílica (ácido silícico), por meio de interações de 
van der Waals ou ligações de hidrogênio. Após, as moléculas 
são eluídas da coluna por um solvente puro como clorofór- 
mio, hexano ou éter etílico, ou por uma mistura desses sol- 
ventes. O processo de separação baseia-se na partição das 
várias substâncias entre a coluna polar e o solvente apoiar. 
Essa técnica é mais utilizada para separar moléculas apoiares 
do que proteínas. 

b. A cromatografia em hidroxiapatita separa proteínas 

As proteínas são adsorvidas por géis de hidroxiapatita crista- 
lina, uma forma insolúvel do fosfato de cálcio com a fórmula 
empírica Ca 5 (P0 4 ) 3 0H. A separação das proteínas ocorre 
na eluição em gradiente da coluna com tampão fosfato (a 
presença de outros ânions não é importante). A base físico- 
-química dessa técnica de fracionamento não é totalmente 
compreendida, mas aparentemente envolve a adsorção de 
ânions aos sítios de Ca 2+ e de cátions aos sítios de PO) da 
rede de hidroxiapatita cristalina. 

c. A cromatografia em papel separa moléculas polares 
pequenas 

A cromatografia em papel, desenvolvida em 1941 por Archer 
Martin e Richard Synge, teve um papel indispensável na 
análise bioquímica devido à sua capacidade de separar de 
maneira eficiente moléculas pequenas, como aminoácidos, 
oligopeptídeos, nucleotídeos e oligonucleotídeos, e também 
por necessitar de equipamentos muito simples. Apesar da 
cromatografia em papel ter sido substituída por técnicas mais 
modernas, discutidas neste capítulo, ela é descrita brevemen- 
te devido à sua importância histórica e também porque mui- 
tos dos seus princípios e técnicas auxiliares são diretamente 
aplicáveis às técnicas mais modernas. 

Na cromatografia em papel (Fig. 6.16), algumas gotas da 
solução contendo a mistura dos componentes a serem sepa- 
rados são aplicadas (pingadas) cerca de 2 cm acima de uma 
das extremidades de uma tira de papel filtro. Após secar, 
essa extremidade é mergulhada dentro de uma mistura de 
solventes contendo componentes aquosos e orgânicos, como 
por exemplo água/butanol/ácido acético em uma proporção 
4:5:1, 77% etanol em água, ou 6:7:7 água/álcool í-amilílico/pi- 
ridina. O papel também deve ficar em contato com os vapo- 
res de equilíbrio do solvente. O solvente embebe o papel por 
capilaridade devido à sua natureza fibrosa. O componente 
aquoso do solvente Üga-se à celulose e assim forma uma fase 
estacionária, tipo um gel. O componente orgânico do solven- 
te continua migrando, formando assim a fase móvel. 

As velocidades de migração das várias substâncias que 
estão sendo separadas são governadas por suas solubilidades 
relativas na fase estacionária polar e na fase móvel apoiar. 
Em uma única etapa do processo de separação, um dado so- 
luto é distribuído entre as fases móvel e estacionária de acor- 
do com seu coeficiente de partição, uma constante de equilí- 
brio definida como 


K P = 


concentração na fase estacionária 
concentração na fase móvel 


[6.4] 


Cromatografia 
ascendente em papel 

Cuba 



a corrida 

FIGURA €.18 Montagem experimental para a cromatografia 
em papel. 


As moléculas são assim separadas de acordo com as suas po- 
laridades, com as moléculas apoiares movendo-se mais rapi- 
damente que as polares. 

Depois que a frente do solvente tiver migrado uma dis- 
tância apropriada, o cromatograma é removido do solvente 
e seco. Os materiais separados, se não tiverem cor, podem 
ser detectados por sua radioatividade, fluorescência ou ca- 
pacidade de suprimir a fluorescência natural do papel sob 
luz UV, ou ainda podem ser detectados borrifando-se o 
cromatograma com uma solução de alguma substância que 
forme um produto corado após reagir com a(s) substância(s) 
investigada(s). 

A taxa de migração da substância pode ser expressada 
de acordo com a razão 



distância percorrida pela substância 
distância percorrida pela frente do solvente 



Para um dado sistema de solvente e tipo de papel, cada subs- 
tância tem um valor R r característico. 

Uma mistura complexa que não é separada comple- 
tamente em um único cromatograma em papel pode ser 
resolvida totalmente por cromatografia bidimensional em 
papel (Fig. 6.17). Nessa técnica, um cromatograma é fei- 
to como descrito anteriormente, com a exceção de que a 
amostra é aplicada em um dos cantos de uma folha de pa- 
pel filtro e o cromatograma é corrido paralelamente a uma 
das bordas do papel. Depois que a cromatografia tiver sido 
completada e o papel estiver seco, o cromatograma é gira- 
do 90° e é cromatografado paralelamente à segunda borda 
do papel, utilizando um outro sistema de solvente. Como 
cada composto migra a uma velocidade característica em 
um determinado sistema de solvente, a segunda etapa da 
cromatografia melhora muito a separação da mistura em 
seus componentes. 
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FIGURÂ 6.17 Cromatografia bidimensional em papel. 

d. A cromatografia em camada delgada é usada para separar 
moléculas orgânicas 

Na cromatografia em camada delgada, uma fina camada 
(—0,25 mm) de um material sólido espalhado em uma pla- 
ca de vidro ou de plástico é utilizada de forma semelhante 
àquela do papel na cromatografia em papel. No caso da cro- 
matografia em camada delgada, no entanto, o material cro- 
matográfico pode consistir em diversas substâncias, como 
trocadores de íons, agentes de gel filtração e adsorventes fí- 
sicos. Dependendo da escolha do solvente a ser usado para 
a fase móvel, a separação pode basear-se nos seguintes pro- 
cessos: adsorção, partição, gel filtração, troca iônica, ou mes- 
mo em uma combinação desses processos. As vantagens da 
cromatografia em camada delgada - conveniência, rapidez e 
alto grau de resolução - levaram ao uso rotineiro dessa técni- 
ca na análise de moléculas orgânicas. 

e. A cromatografia de fase reversa separa substâncias 
apoiares, Incluindo proteínas desnaturadas 

A cromatografia de fase reversa é um tipo de cromatografia 
de partição líquido-líquido na qual o caráter polar das fases é 
o inverso (reverso) do caráter da cromatografia em papel. A 
fase estacionária consiste normalmente em um líquido apo- 
iar imobilizado em süica substituída com cadeias n-alcalil, 
tais como C 8 e C 1S , e a fase móvel é um líquido mais polar. 
A cromatografia de fase reversa foi inicialmente desenvolvi- 
da para separar misturas de substâncias apoiares, como lipí- 
deos, por exemplo, mas depois descobriu-se que ela é eficaz 
na separação de substâncias polares, tais como oligonucleo- 
tídeos e proteínas, desde que essas substâncias apresentem 
áreas apoiares expostas. Apesar de que as cadeias laterais 
apoiares tendam a se localizar na parte interna das proteí- 
nas nativas, onde não há moléculas de água (Seção 8.3Bb), 
a desnaturação leva à exposição dessas cadeias laterais ao 
solvente. Mesmo quando a proteína ainda está na forma na- 
tiva, uma fração significativa desses grupos hidrofóbicos está, 
pelo menos parcialmente, exposta ao solvente na superfície 
da proteína. Consequentemente, sob condições favoráveis, 
as proteínas interagem hidrofobicamente com os grupos apo- 


caso seja 
utilizado apenas 
o segundo 
solvente 


Separação caso 
ambos os 
solventes sejam 
utilizados em 
sequência 


lares em uma matriz imobilizada. As interações hidrofóbicas 
em uma cromatografia de fase reversa são fortes, portanto a 
fase móvel eluente deve ser altamente apoiar (contendo al- 
tas concentrações de solventes orgânicos, como acetonitrila) 
para deslocar as substâncias adsorvidas da fase estacionária. 
Desse modo, a cromatografia de fase reversa, em geral, des- 
natura as proteínas. 

f. A cromatografia de interação hldrofóbica separa proteínas 
nativas com base na hidrofoblcidade de superfície 

As interações hidrofóbicas são a base não apenas da croma- 
tografia de fase reversa, mas também da cromatografia de in- 
teração hidrofóbica. No entanto, enquanto na cromatografia 
de fase reversa a fase estacionária é altamente hidrofóbica, 
resultando, em geral, na desnaturação da proteína, na croma- 
tografia de interação hidrofóbica a fase estacionária é uma 
substância hidrofflica, como, por exemplo, um gel de agaro- 
se, que é levemente alterada com grupos hidrofóbicos, em 
geral resíduos de octil ou fenil. As interações hidrofóbicas 
na cromatografia de interação hidrofóbica são, portanto, re- 
lativamente fracas, logo as proteínas mantêm suas estruturas 
nativas. Os eluentes na cromatografia de interação hidrofó- 
bica, cujos gradientes devem reduzir progressivamente essas 
interações hidrofóbicas fracas, são tampões aquosos de, por 
exemplo, concentrações de sal decrescentes (as interações hi- 
drofóbicas são fortalecidas por forças iônicas maiores; Seção 
6.2A), concentrações crescentes de detergentes ou aumento 
de pH. Assim, a cromatografia de interação hidrofóbica se- 
para proteínas nativas de acordo com o seu grau de hidrofo- 
bicidade de superfície, um critério que difere daqueles nos 
quais outros tipos de cromatografia são fundamentados. 

g. A cromatografia de afinidade com quelante de metal 
separa proteínas contendo grupamentos metal-quelantes 

Na cromatografia de afinidade com quelante de metal, um 

íon metálico divalente, como Mn 2 h , Zn 2 ou Ni 2 é ligado a 
uma matriz cromatográfica, como por exemplo agarose, co- 
valentemente ligada a grupamentos quelantes de metal sob 
condições tais que as proteínas que possuírem grupos que- 
lantes (p.ex., múltiplas cadeias laterais de His ou Cys) ficam 
retidas. Técnicas de DNA recombinante (Seção 5.5G) po- 
dem ser empregadas para adicionar segmentos de seis resí- 
duos His consecutivos, conhecidos como Cauda de Histidina 
(Cauda His), à extremidade N-terminal ou C-terminal do 
polipeptídeo a ser isolado. Isso gera um sítio de ligação ao 
íon metálico que possibilita que a proteína recombinante sej a 
purificada por cromatografia de afinidade com quelação de 
metais. Depois que a proteína tiver sido eluída, geralmente 
através da mudança do pH, a cauda His pode ser removida 
pela ação de uma protease específica, cuj a sequência de re- 
conhecimento cliva a sequência (His ,., separando-a do resto 
da proteína. 

h. HPLC possibilitou um grande aprimoramento das 
separações 

Na cromatografia líquida de alta resolução (HPLC, de high- 
-performance liquid chromatography), a separação pode ba- 
sear-se em adsorção, troca iônica, exclusão por tamanho, in- 
teração hidrofóbica ou cromatografia de fase reversa, como 
descrito anteriormente. A separação é muito aprimorada 
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pelo uso de colunas de alta resolução, e, ademais, os tem- 
pos de retenção das colunas são bem reduzidos. As colunas, 
estreitas e relativamente longas, são preenchidas com uma 
matriz não comprimível de partículas de sílica muito finas 
(1-10 (nu de diâmetro), cujos grupos hidroxila expostos po- 
dem ser modificados com muitos dos grupos funcionais fre- 
quentemente utilizados nas cromatografias de troca iônica, 
de fase reversa, de interação hidrofóbica ou de afinidade. 
Alternativamente, partículas muito finas de vidro ou de plás- 
tico são cobertas com uma película da fase estacionária. A 
fase móvel é constituída por um dos sistemas de solventes já 
discutidos, inclusive eluições em gradiente com misturas bi- 
nárias ou até mesmo terciárias. No caso da HPLC, no entan- 
to, a fase móvel é forçada através da coluna, que está preen- 
chida muito compactamente, sob pressões de até 15.000 psi 
(libras por polegadas quadradas) , levando a tempos de aná- 
lise bastante reduzidos. Os materiais eluídos são detectados 
à medida que saem da coluna de acordo com a absorção em 
UV, índice de refração ou fluorescência. As vantagens da 
HPLC são 

L Alta resolução, que permite a purificação rotineira de 
misturas que não são separáveis por outras técnicas. 

2. Velocidade, que permite que as separações sejam reali- 
zadas em poucos minutos. 

3. Alta sensibilidade, que, em casos favoráveis, permite a 
estimativa quantitativa de quantidades de material menores 
que 1 picomol. 

4. Capacidade de automação. 

Assim, poucos laboratórios de bioquímica trabalham 
atualmente sem acesso a pelo menos um sistema de HPLC. 
A HPLC também é muito utilizada em análises clínicas de 
fluidos corporais, pois pode rápida, rotineira e automatica- 
mente fornecer estimativas confiáveis de quantidades na fai- 
xa dos nanogramas de materiais biológicos, como, por exem- 
plo, vitaminas, esteroides, lipídeos e metabólitos resultantes 
de fármacos. 


4 ELETROFORESE 

A eletroforese, que é a migração de íons em um campo elé- 
trico, é amplamente utilizada para a separação analítica de 
moléculas biológicas. As leis da eletrostática estabelecem 
que a força elétrica, F eléírica , sobre um íon de carga q em um 
campo elétrico de força E é expressa por 

Felétrica tjE [ 6 . 6 ] 

A migração eletroforética resultante do íon através da solu- 
ção sofre oposição da força de fricção, ou de atrito, 

F fricção = v/ [6.7] 

onde v é a velocidade de migração do íon e/é seu coeficiente 
de atrito. O coeficiente de atrito é uma medida do atrito que a 
solução exerce sobre o íon em movimento e depende do tama- 
nho, da forma e do estado de solvatação do íon, bem como da 
viscosidade da solução ( Seção 6.5 A ). Em um campo elétrico 
constante, as forças sobre o íon irão se contrabalance ar: 



de forma que cada íon de uma solução movimenta-se com 
uma velocidade característica constante. A mobilidade ele- 
troforética de um íon, |x, é definida por 


v 





As mobilidades eletroforéticas (iônicas) de diversos íons pe- 
quenos em H 2 0, a 25°C, estão listadas na Tabela 2.2. 

A Equação [6.9] aplica-se de fato apenas a íons em di- 
luições infinitas em solventes não condutores. Em soluções 
aquosas, polieletrólitos, como as proteínas, são envolvidos 
por uma nuvem de íons opostos, os quais impõem um campo 
elétrico adicional de uma magnitude tal que a Equação [6.9] 
torna-se, na melhor das hipóteses, uma aproximação pobre 
da realidade. Infelizmente, a complexidade das soluções iô- 
nicas tem impedido, até o momento, o desenvolvimento de 
uma teoria que possa predizer, com precisão, a mobilidade 
dos polieletrólitos. Já a Equação [6.9] indica corretamente 
que as moléculas, nos seus respectivos pontos isoelétricos, 
p /, possuem mobilidade eletroforética zero. Além disso, para 
proteínas e outros polieletrólitos que apresentam proprieda- 
des de ácido-base, a carga iônica e, portanto, a mobilidade 
eletroforética são dependentes do pH. 

O uso da eletroforese para separar proteínas foi relata- 
do pela primeira vez em 1937 pelo bioquímico sueco Arne 
Tiselius. A técnica introduzida por ele, a eletroforese de fron- 
teira móvel, foi uma das poucas técnicas analíticas podero- 
sas disponíveis nos primeiros anos da química de proteínas. 
Entretanto, pelo fato de esse método ser realizado inteiramen- 
te em solução, é necessário, para evitar as forças de convecção 
e impedir que as proteínas em migração se misturem, o uso 
de um equipamento complicado que requer amostras grandes. 
A eletroforese de fronteira móvel foi então substituída pela 
eletroforese de zona, uma técnica na qual a amostra é posta 
a migrar em um suporte sóüdo, como, por exemplo, papel fil- 
tro, acetato de celulose ou, mais frequentemente, algum gel. 
Isso elimina muito a mistura das amostras por convecção, que 
ocorre na eletroforese de fronteira móvel e limita a resolução. 
Além disso, na eletroforese de zona, os diversos componentes 
da amostra migram como bandas discretas (zonas) e, assim, 
apenas uma pequena quantidade de material é necessária. 


A. Eletroforese em papel 

Na eletroforese em papel as amostras são aplicadas em um 
ponto em uma tira de papel filtro ou acetato de celulose ume- 
decida com uma solução-tampão. As extremidades da tira são 
imersas em reservatórios separados contendo um tampão no 
qual os eletrodos são colocados (Fig. 6.18). Com a aplicação 
de uma corrente contínua (em geral —20 V • cm” 1 ), os íons da 
amostra migram em direção ao eletrodo de polaridade con- 
trária com velocidades características, até formarem bandas 
discretas. A velocidade de migração de um íon é influenciada, 
até certo ponto, pela interação com a matriz do suporte, mas, 
em grande parte, depende da carga do íon. Depois que o ele- 
troforetograma estiver completo (o que em geral leva várias 
horas), deixa-se secar a tira e os componentes da amostra são 
localizados empregando os mesmos métodos de detecção uti- 
lizados na cromatografia em papel (Seção 6.3D). 

A eletroforese em papel e a cromatografia em papel são 
a princípio semelhantes. No entanto, a eletroforese em papel 


qE = vf 
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separa os íons principalmente de acordo com suas cargas tôni- 
cas, enquanto a cromatografia em papel separa as moléculas 
de acordo com suas polaridades. Os dois métodos podem ser 
combinados em uma técnica bidimensional denominada da- 


tiloscopia, na qual uma amostra é primeiramente tratada do 
mesmo modo que na cromatografia bidimensional em papel 
(Seção 6.3D), mas é submetida à eletroforese no lugar da se- 
gunda etapa cromatográfica. As moléculas são assim sepa- 
radas tanto de acordo com a carga como com a polaridade. 





(b) Tira de pape 



íons Ponto de íons 

negativos aplicação positivos 


da amostra 

FIGURA 6.18 Eletroforese em papel, (a) Diagrama do equi- 
pamento utilizado. A amostra é aplicada em um ponto no papel 
umedecido com tampão. As extremidades do papel são mergu- 
lhadas dentro de reservatórios de tampão no qual os eletrodos 
estão imersos e um campo elétrico é aplicado, (b) Um eletro- 
foretograma completo. Note que os íons positivos (cátions) 
migraram em direção ao cátodo e os íons negativos (ânions) 
migraram em direção ao ânodo. As moléculas sem carga per- 
manecem no ponto de aplicação da amostra. 


B. Eletroforese em gel 

A eletroforese em gel, que está entre os métodos mais pode- 
rosos e, ainda assim, convenientes de serem utilizados para se- 
parar macromoléculas, substituiu a eletroforese em papel. Os 
géis mais usados, a poliacrilamida e a agarose, possuem poros 
de dimensões moleculares cujos tamanhos podem ser escolhi- 
dos. A separação das moléculas é, portanto , fundamentada na 
filtração em gel e também na mobilidade elétrica das moléculas 
a serem separadas. Os géis na eletroforese, contudo, retardam 
as moléculas maiores em relação às menores, o inverso do que 
ocorre na cromatografia de gel filtração, pois não há espaço 
com solvente na eletroforese em gel análogo àquele entre as 
partículas do gel da cromatografia de gel filtração (os géis de 
eletroforese em geral são montados dentro do equipamento de 
eletroforese, embora géis prontos também sejam muito utiliza- 
dos). Devido ao fato de que as moléculas de uma amostra não 
saem do gel, o movimento eletroforético das moléculas maio- 
res é mais dificultado em relação ao das moléculas menores. 

Na eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE, de 
polyacrylamide gel electrophoresis) , os géis são feitos pela 
polimerização de acrilamida e AA-metilenobisacrilamida, 
induzida por radicais livres, no tampão de escolha (Fig. 6.19). 
O gel em geral é montado com a forma de uma fatia retangu- 
lar delgada, na qual diversas amostras podem ser analisadas 
simultaneamente em canaletas paralelas (Fig. 6.20), o que 
constitui uma boa maneira para comparar amostras seme- 
lhantes. O tampão, que é o mesmo nos reservatórios e no gel, 
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FIGURA 6.19 Polimerização da acrilamida e da iY,A’-metilenobisacrilamida para formar um gel de poliacrilamida. A polimerização 

é induzida por radicais livres resultantes da decomposição química do persulfato de amónio (S 2 0^~ — » 2S0 4 •) ou da fotodecomposição 
da riboflavina na presença de traços de 0 2 . Em qualquer um dos casos, A,A,A’,iV’-tetrametiletilenodiamina (TEMED), um estabiliza- 
dor de radicais livres, em geral é adicionado à mistura do gel. As propriedades físicas do gel e o tamanho dos poros são controlados pela 
proporção de poliacrilamida no gel e por seu grau de polimerização. A concentração de poliacrilamida utilizada com mais frequência 
está na faixa de 3 a 15%, com a quantidade de iVjJV^metilenobisacrilamida em geral fixada em 5% do total de acrilamida presente. 




148 Do na I d Voet / Judith G. Voet 



FIGURA 6.20 Equipamento para eletroforese em gel pla- 
no. As amostras, aplicadas em canaletas que são feitas na parte 
superior do gel, migram em linhas paralelas. 

apresenta um pH íal (em geral ~9 para proteínas) de modo 
que as macromoléculas ficam com carga negativa e, portanto, 
migram em direção ao ânodo do reservatório inferior. Cada 
amostra, que pode conter uma quantidade de macromolécu- 
las tão pequena quanto 10 jxg, é dissolvida em uma quantida- 
de mínima de uma solução relativamente densa de glicerol 
ou sacarose, para impedir que ela se misture com o tampão 
no reservatório superior, e é aplicada em canaletas feitas na 
parte superior do gel (Fig. 6.20). Alternativamente, a amos- 
tra pode estar contida em um pequeno segmento do “gel de 
amostra”, cujos poros são muito grandes para que impeçam 
a migração de macromoléculas. Uma corrente contínua de 
—300 V passa através do gel durante um período de tempo 
suficiente (30 a 90 minutos) para separar os componentes 
macromoleculares em uma série de bandas discretas; o gel é 
então removido do suporte e as bandas são visualizadas pelo 
método mais apropriado (ver a seguir). Utilizando essa téc- 
nica, uma mistura proteica de 0,1 a 0,2 mg pode ser separada 
e analisada, resolvendo até 20 bandas diferentes. 

a. A eletroforese com pH descontínuo (eletroforese de disco) 
melhorou a resolução 

A pequena largura das bandas no método descrito anterior- 
mente, e portanto a resolução da separação, é limitada pelo 
comprimento da coluna da amostra à medida que ela penetra 
no gel. A largura das bandas é reduzida por uma técnica sim- 
ples conhecida como pH descontínuo ou eletroforese de disco. 
Esse tipo de eletroforese necessita de um sistema de dois géis 
e vários tampões diferentes (Fig. 6.21). O “gel de corrida”, no 
qual ocorre a separação, é preparado como descrito anterior- 
mente, e na sua extremidade superior é montado um “gel de 
empilhamento”, ou “gel espaçador”, mais curto (1 cm) e de 
poros largos. O tampão do reservatório inferior e do gel de 
corrida é o mesmo descrito anteriormente, enquanto aquele 
da solução de amostra e do gel de empilhamento tem um pH 
cerca de duas unidades abaixo daquele do reservatório infe- 
rior. O pH do tampão do reservatório superior, o qual deve 
conter um ácido fraco (em geral glicina, pK, = 9,78), é ajusta- 
do para um pH próximo àquele do reservatório inferior. 


Quando a corrente é ligada, os íons do tampão do reci- 
piente superior migram para dentro do gel de empilhamento, 
enquanto os íons do tampão do gel de empilhamento migram 
mais à frente. À medida que isso vai acontecendo, os íons do 
tampão do reservatório superior encontram um pH que é 
bem menor do que o seu pK. Portanto, esses íons adotam sua 
forma neutra (ou, no caso da glicina, a forma zwitteriônica) e 
se tornam eletroforeticamente imóveis. Isso leva à deficiência 
de carreadores de cargas e, consequentemente, a um aumento 
na resistência elétrica R nessa região, o que, devido à exigên- 
cia de uma corrente constante I através do circuito elétrico, 
resulta, de acordo com a lei de Ohm (E = IR), em um grande 
aumento localizado do campo elétrico E. Em resposta a esse 
campo aumentado, os ânions macromoleculares migram rapi- 
damente até encontrarem a região contendo os íons do tam- 
pão do gel de empilhamento, onde então eles diminuem de 
velocidade, pois nesse ponto não há deficiência de íons. Esse 
efeito faz os íons macromoleculares chegarem no gel de corri- 
da empilhados, formando bandas ou discos estreitos (~0,01 
mm de largura ) que são ordenados de acordo com suas mobi- 
lidades, e se posicionam em uma posição intermediária entre 
os íons em migração do reservatório superior e aqueles do gel 
de empilhamento. À medida que os íons macromoleculares 
vão entrando no gel de corrida, eles diminuem de velocidade 
devido aos efeitos da gel filtração. Isso permite que os íons do 
tampão do reservatório superior ultrapassem as bandas ma- 
cromoleculares e, devido ao pH maior do gel de corrida, ado- 
tem sua forma carregada à medida que também entram no 
gel. Assim, a deficiência de carreadores de carga desaparece 
e a partir daí a separação eletroforética ocorre normalmente. 
Entretanto, a compactação das bandas macromoleculares que 
entram no gel de corrida aumenta muito a resolução das sepa- 
rações de macromoléculas (p. ex., Fig. 6.22). 

b. Géis de agarose são utilizados para separar 
eletroforeticamente moléculas grandes 

A obtenção dos poros grandes que são necessários para 
PAGE de compostos de alta massa molecular (> 200 kDa) 
requer géis de concentrações tão baixas de poliacrilamida 
(< 2,5 %) que eles ficam muito moles para serem utilizados. 
Essa dificuldade é evitada utilizando-se agarose (Fig. 6.13). 
Por exemplo, utiliza-se um gel de agarose 0,8% para a sepa- 
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FIGURA 6.21 Diagrama do equipamento da eletroforese de 
disco (pH descontínuo). 



Bioquímica 


149 



FIGURA 6.22 Eletroforese de disco de soro humano em uma 
coluna de poliacrilamida de 0,5 x 4,0 cm. As proteínas foram 
visualizadas por coloração com negro de amido. (Fonte: BJ. 
Davis, Annals of the New York Academy of Science 121, 404 
[1964], EUA, Fig. 8.) 

ração eletroforética de ácidos nucleicos com massa molecu- 
lar de até 50.000 kDa. 

c. As bandas de um gel podem ser detectadas por coloração, 
contagem radioativa ou ImmunoblottSng 

As bandas resultantes de uma separação por eletroforese em 
gel podem ser localizadas por várias técnicas. As proteínas 
em geral são visualizadas por coloração. O azul brilhante de 
Coomassie, 



oc 2 H 5 


Azul brilhante de Coomassie 


o corante mais amplamente utilizado, é aplicado mergu- 
lhando-se o gel em uma solução ácida e alcoólica contendo 
o corante. Essa solução fixa a proteína por desnaturação e 
o corante forma um complexo com a proteína. O excesso de 
corante é retirado lavando-se o gel exaustivamente com uma 
solução ácida ou por descoloração eletroforética. Bandas 
proteicas contendo um mínimo de 0,1 pg de proteína podem 
ser detectadas dessa maneira. Bandas contendo menos do 
que essa quantidade de proteína podem ser visualizadas por 
meio de coloração com prata, que é —50 vezes mais sensível, 
porém é uma técnica mais difícil de ser realizada. Os coran- 
tes SYPRO, recentemente desenvolvidos, os quais fluores- 
cem muito sob luz ultravioleta quando ligados a proteínas, 
são tão sensíveis quanto a coloração com prata, mas mais 
fáceis de aplicar. A fluorescamina, um corante de proteínas 
amplamente utilizado, é uma molécula não fluorescente que 
reage com aminas primárias, como resíduos de lisina, geran- 
do outro produto que é altamente fluorescente sob UV. 




Fluorescamina Aduto de fluorescamina 

(não fluorescente) (altamente fluorescente) 

As proteínas, assim como outras substâncias, podem ser 
detectadas verificando-se a absorção de UV ao longo do gel. 
Se a amostra for radioativa, o gel pode ser secado a vácuo 
para formar uma espécie de celofane, ou então ser cober- 
to com um filme plástico e, depois, preso sobre uma folha 
de filme de raios X. Após um período de tempo (de poucos 
minutos até várias semanas, dependendo da intensidade de 
radiação), o filme é revelado e a autorradiografia resultante 
mostra as posições dos componentes radioativos nos locais 
escurecidos do filme (alternativamente, um analisador de 
imagens, como o fosphorimager [Seção 5.5D], pode ser em- 
pregado para revelar, em poucos minutos, a localização dos 
componentes radioativos) . O gel também pode ser secciona- 
do transversalmente em vários pedaços, e o nível de radiação 
em cada pedaço pode ser determinado com um contador de 
cintilação. Esse método produz resultados quantitativamente 
mais precisos do que a autorradiografia. Os materiais de uma 
amostra também podem ser eluídos dos pedaços de um gel 
para identificação ou posterior tratamento. 

Se um anticorpo contra a proteína de interesse estiver 
disponível, é possível detectar especificamente essa proteína 
em um gel, mesmo na presença de várias outras proteínas, 
por immunoblot (também conhecido como Western blot ). 
Essa técnica é uma variação do Southern blotting (Seção 
5.5D) que utiliza uma técnica semelhante ao Elisa (Seção 
6.1Da) para detectar a(s) proteína(s) de interesse (Fig. 6.23): 

1. O eletroforetograma de um gel já pronto é transferido 
(blotted) para uma folha de nitrocelulose (semelhante à Fig. 
5.48), que liga proteínas forte e inespecificamente (mem- 
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FIGURA 6.23 Detecção de proteínas por immunoblotting. 


branas de náilon ou fluoreto de polivinilideno [PVDF, de 
polyvinylidene fluoride] também podem ser utilizadas). 

2. Os sítios de adsorção em excesso na membrana são 
bloqueados com uma proteína inespecífica, como a caseína 
(proteína do leite; nessa técnica em geral se usa leite desnata- 
do), para evitar a adsorção inespecífica dos anticorpos (que 
também são proteínas) utilizados nas etapas 3 e 4. 

3. A membrana é tratada com o anticorpo específico contra 
a proteína de interesse ( anticorpo primário). Esse anticorpo 
em geral é de coelho. 

4. Depois de lavar a membrana para retirar o anticorpo 
primário que não ligou, incuba-se ela com um anticorpo de 
cabra específico para anticorpos de coelho, ao qual uma en- 
zima de fácil detecção foi covalentemente ligada (anticorpo 
secundário) . 

5. Depois de lavar a membrana para retirar o anticorpo 
secundário não ligado, a enzima no anticorpo secundário li- 
gado é analisada por uma reação que gera cor, levando ao 
aparecimento de bandas coloridas na nitrocelulose no local 
onde a proteína de interesse se ligou. 

Alternativamente, o anticorpo primário usado na etapa 
3 pode ser marcado com o isótopo radioativo 125 I, o anticorpo 
não ligado é então removido por lavagem e a posição da pro- 
teína ligada na membrana é revelada por autorradiografia. 

C. SDS-PAGE 

Os sabões e os detergentes são moléculas anfipáticas (Seção 
2.1Ba) e fortes agentes desnaturantes de proteínas, pelas 
razões explicadas na Seção 8.4E. O dodecil sulfato de sódio 
(SDS, de sodium dodecyl sulfate), 

[CH 3 - (CH 2 ) 10 - CH 2 - O - S0 3 ]Na + 

Dodecil sulfato de sódio (SDS) 

um detergente que com frequência é utilizado em prepara- 
ções bioquímicas, liga-se tenazmente às proteínas, fazendo 
com que elas adotem uma forma alongada (de bastão). A 
maioria das proteínas liga-se ao SDS em uma mesma pro- 
porção, de 1,4 g de SDS para cada 1 g de proteína (cerca de 


uma molécula de SDS para cada dois aminoácidos). Grande 
parte da carga negativa do SDS mascara a carga intrínseca da 
proteína; logo, as proteínas tratadas com SDS tendem a apre- 
sentar relações carga-massa idênticas e formas semelhantes. 

Consequentemente, a eletroforese de proteínas em um gel 
de poliacrilamida contendo SDS separa as amostras na ordem 
das suas massas moleculares devido ao efeito filtrador do gel. 
A Fig. 6.24 fornece um exemplo do poder de resolução e da 
reprodutibilidade do SDS-PAGE. 

As massas moleculares de proteínas “normais” são fre- 
quentemente determinadas com uma exatidão de 5 a 10% 
por SDS-PAGE. As mobilidades relativas das proteínas nes- 
ses géis variam linearmente com o logaritmo de suas massas 
moleculares (Fig. 6.25). Na prática, a massa molecular de uma 
proteína é determinada realizando a eletroforese da proteína 
juntamente com várias proteínas “padrão” de massas molecu- 
lares conhecidas próximas à da proteína de interesse. 

Muitas proteínas consistem em mais de uma cadeia po- 
lipeptídica (Seção 8.5A). O tratamento com SDS rompe as 
interações não covalentes entre essas subunidades. Assim, o 
SDS-PAGE fornece as massas moleculares das subunidades 
proteicas e não as da proteína intacta, a menos que as su- 
bunidades estejam ligadas por ligações dissulfeto. Contudo, 
mercaptoetanol é frequentemente adicionado aos géis de 
SDS-PAGE para desfazer, por redução, essas ligações dis- 
sulfeto (Seção 7.1B). 

D. Focaiização isoelétrí ca 

Uma proteína possui grupos carregados de ambas polarida- 
des e, portanto, apresenta um ponto isoelétrico, p I, que é o 
pH no qual a proteína é imóvel em um campo elétrico (Seção 
4.1D). Se uma mistura de proteínas é submetida à eletrofore- 
se por meio de uma solução que possua um gradiente de pH 
estável, na qual o pH aumenta, aos poucos, do ânodo para o 
cátodo, cada proteína migrará para uma posição do gradien- 
te de pH que corresponda ao seu ponto isoelétrico. Se uma 
molécula proteica difundir para fora dessa posição, sua carga 
mudará à medida que ela for para uma região de pH diferen- 
te, e as forças eletroforéticas resultantes levarão a proteína 
de volta para a sua posição isoelé trica. Cada espécie de pro- 
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FIGURA 8.24 SDS-PAGE. O eletroforetograma de uma ele- 
troforese de disco com SDS mostra a separação das proteínas 
do sobrenadante ( esquerda ) e das frações da membrana ( direi- 
ta) de algumas linhagens da bactéria Salmonella typhimurium. 
Amostras de 200 pg de proteína foram corridas paralelamente 
em um gel de 35 cm de comprimento por 0,8 mm de largura 
contendo 10% de poliacrilamida. A canaleta Mr (massa relati- 
va) contém os padrões de massa molecular. (Cortesia de Gio- 
vanna F. Ames, University of Califórnia em Berkeley, EUA.) 


teína é, portanto, “focalizada” em uma faixa estreita próximo 
ao seu ponto isoelétrico, que pode ser de até 0,01 unidade de 
pH. Por isso, essa técnica foi denominada focalização isoelé- 
trica (IEF, de isoelectric focusing). 

O gradiente de pH produzido pela mistura de dois tam- 
pões diferentes em proporções constantemente variáveis 
é instável em um campo elétrico, pois os íons do tampão 
migram para o eletrodo de polaridade oposta. Por isso, 
o gradiente de pH na IEF é formado por uma mistura de 
oligômeros de baixa massa molecular (600 a 900 D) que 
possuem grupos alif áticos amino e carboxilico (Fig. 6.26), 
que apresentam uma série de pontos isoelé tricôs. Sob a in- 
fluência de um campo elétrico em solução, cada um desses 
anfólitos (eletrólitos anfotéricos) migrará para seu ponto 
isoelétrico. Consequentemente, os anfólitos mais ácidos se 
agrupam no ânodo e os progressivamente mais básicos se 
posicionam mais próximos ao cátodo. O gradiente de pH, 
que é mantido por um campo elétrico de ""1.000 V, origina- 
-se pela ação tamponante desses anfólitos. A dissipação do 
gradiente de pH por convecção é evitada realizando-se a 



FIGURA 6.25 Relação logarítmica entre a massa molecular de 
uma proteína e sua mobilidade eletroforética relativa em SDS- 
-PAGE. A relação de 37 polipeptídeos, que variam de 11 a 70 
kDa, foi colocada no gráfico. (Segundo Weber, K., and Osborn, 
M .,/. Biol Chem. 244,4406 [1969].) 


IEF em um gel de poliacrilamida, cilíndrico ou plano, pou- 
co concentrado. Os géis de IEF em geral contêm ~6Mde 
ureia, um potente agente desnaturante que, ao contrário do 
SDS, não possui carga e, portanto, não afeta diretamente a 
carga de uma proteína. 

Uma forma alternativa de IEF utiliza géis contendo gra- 
dientes de pH imobilizados. Esses géis são produzidos com 
derivados de acrilamida ligados covalentemente a anfólitos. 
Utilizando um equipamento de preparar gradiente (Fig. 6.7), 
um gel contendo um gradiente de pH imobilizado é polimeri- 
zado a partir de uma mistura de derivados de acrilamida com 
pKs diferentes e que variam continuamente, de forma que 
o pH do gel varia gradualmente de uma extremidade para a 
outra. 

O fato da IEF separar as proteínas em bandas estreitas 
torna-a uma ferramenta analítica e preparativa muito útil. 
De fato, muitas preparações proteicas antes consideradas 
homogêneas foram separadas em vários componentes por 
IEF. Essa técnica pode ser combinada com a eletroforese 
em uma técnica extremamente poderosa de separação bidi- 
mensional, denominada eletroforese em gel bidimensional 

— CH 2 — N— (CH 2 )„ — N— CH 2 — 

(ÇI-I 2 ) n r 
nr 2 

n = 2 ou 3 

R = Hou — (CH 2 )„— COOH 

FIGURA 6.26 Forma geral dos anfólitos utilizados na IEF. 
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FIGURA 6.27 Eletroforese em gel bidimensional (eletrofore- 
se 2D). Esse autorradiograma mostra a separaçao da proteínas 
de E. coli por eletroforese 2D (IEF na horizontal e SDS-PAGE 
na vertical). Uma amostra de 10 pg de proteínas de E. coli que 
havia sido marcada com aminoácidos contendo ' C foi subme- 
tida à IEF em um tubo de gel de poliacrilamida de 2,5 X 130 
mm contendo ureia. O gel foi depois retirado do tubo, colocado 
em contato com uma das bordas de uma fatia de um gel de 
SDS -poliacrilamida e submetido à eletroforese. Mais de 1.000 
manchas foram contadas no autorradiograma original, que 
resultou de uma exposição de 825 horas. (Cortesia de Patrick 
OTarrell, University of Califórnia em São Francisco, EUA.) 

(eletroforese 2D) (Fig. 6.27). Até 5.000 proteínas podem ser 
observadas em um único eletroforetograma bidimensional. 
Assim, a eletroforese 2D é uma ferramenta de extrema valia 
para a proteômica (o estudo do proteoma que, em analo- 
gia com o termo “genoma”, é definido como o conjunto de 
todas as proteínas expressas por uma célula ou organismo, 
mas com ênfase na quantificação, na localização, nas modi- 
ficações, nas interações e nas atividades, bem como na iden- 
tificação). Bandas individuais de proteínas em um gel cora- 
do podem ser cortadas do gel (com um bisturi ou por um 
robô guiado pela imagem digitalizada do gel obtida com um 
scanner ou com uma câmera digital), descoradas, e a pro- 
teína pode ser eluída do fragmento de gel para identificação 
e/ou caracterização, em geral por espectrometria de massa 
(Seção 7.1J). Variantes de proteínas podem ser encontradas 
comparando-se as posições e a intensidade das bandas em 
géis 2D de preparações semelhantes. Isso pode ser feito com 
a ajuda de um computador após a obtenção das imagens di- 
gitalizadas dos géis corados. Vários géis 2D de referência 
estão disponíveis, com esse propósito, na rede de informa- 
ção pública, nas bases de dados acessíveis listadas em http:// 
www.expasy.org. Essas bases de dados contêm imagens de 
géis 2D de vários organismos e tecidos, com muitas das pro- 
teínas já identificadas. 

E. Eletroforese capilar 

Mesmo que as várias formas de eletroforese em gel sejam 
técnicas comuns e altamente eficazes para separar molécu- 
las carregadas, elas em geral requerem uma hora ou mais 


de corrida e são difíceis de quantificar e automatizar. Essas 
desvantagens são contornadas pelo uso da eletroforese ca- 
pilar (EC), técnica na qual a eletroforese é realizada em 
capilares muito finos (10 a 100 jxm de diâmetro interno) 
feitos de sílica, vidro ou plástico. Esses capilares estreitos 
dissipam rapidamente o calor e, assim, permitem o uso de 
campos elétricos altos (geralmente 100 a 300 V • cm -1 , cer- 
ca de 10 vezes maior do que aquele da maioria das outras 
técnicas), o que reduz para poucos minutos os tempos de 
separação. Essas separações rápidas, por sua vez, minimi- 
zam o alargamento das bandas causado pela difusão, forne- 
cendo assim separações extremamente nítidas. Os capilares 
podem ser preenchidos com tampão (como na eletrofore- 
se de fronteira móvel, mas aqui o diâmetro muito fino do 
capilar elimina totalmente a convecção [importante fator 
que leva à mistura das moléculas que estão em processo de 
separação]). Também podem ser preenchidos com gel de 
SDS-poliacrilamida (separação de acordo com a massa mo- 
lecular; Seção 6.4C) ou anfólitos (IEF; Seção 6.4D). Essas 
técnicas de EC apresentam uma resolução extremamente 
alta e podem ser automatizadas da mesma maneira que a 
HPLC, isto é, com aplicação da amostra automatizada e 
detecção da amostra na própria linha de processamento. 
Como a EC é capaz de separar apenas pequenas quantida- 
des de material, ela está limitada a ser utilizada como técni- 
ca analítica. 

5 ULTRÂCENTRIFUGAÇÃO 

Se um recipiente contendo areia e água for sacudido e depois 
deixado parado, a areia irá sedimentar rapidamente para o 
fundo do recipiente devido à influência da gravidade terres- 
tre (aceleração g de 9,81 m • s“ 2 ). No entanto, as macromolé- 
culas em solução, que sofrem o mesmo campo gravitacional, 
não exibem nenhuma sedimentação perceptível, pois o mo- 
vimento ao acaso causado pela energia cinética (Browniano) 
as mantém distribuídas uniformemente na solução. Apenas 
quando forem aplicadas altas acelerações é que o compor- 
tamento de sedimentação das macromoléculas irá lembrar 
aquele dos grãos de areia. 

A ultracentrífuga foi desenvolvida por volta de 1923 pelo 
bioquímico sueco The Svedberg. Utilizando esse instrumen- 
to, Svedberg demonstrou, pela primeira vez, que as proteí- 
nas são macromoléculas de composições homogêneas e que 
muitas proteínas são compostas por subunidades. Em pou- 
cas décadas, a ultracentrifugação tornou-se uma ferramenta 
indispensável para o fracionamento de proteínas, ácidos nu- 
cleicos e partículas subcelulares. Ultracentrífugas modernas 
podem atingir velocidades de sedimentação de até 150.000 
rpm (revoluções por minuto), gerando campos de centrifuga- 
ção de mais de 1 milhão X g. Nesta seção, discute-se a teoria 
e a prática da ultracentrifugação. 

A. Sedimentação 

A velocidade na qual uma partícula sedimenta na ultra- 
centrífuga está relacionada com a sua massa. A força, 
F sedimentação* 4 ue atua para sedimentar uma partícula de mas- 
sa m e que está localizada a uma distância r do eixo ao 
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redor do qual está girando com uma velocidade angular oj 
( em radianos • s " *) é a força centrífuga (mtüV) que atua so- 
bre a partícula menos a força de empuxo (V^p ior) exercida 
pela solução: 


^sedimentação ffliú T Vpp(ÚT [6.10] 

Aqui, V é o volume da partícula e p é a densidade da so- 
lução. Entretanto, o movimento da partícula através da so- 
lução, como visto no estudo sobre eletroforese, sofre ação 
oposta da força de atrito: 

^ 'fricção [6.7] 

onde v = dr/dt é a taxa de migração da partícula em sedimen- 
tação e/é seu coeficiente de atrito. O coeficiente de atrito da 
partícula pode ser determinado a partir de medidas de sua 
velocidade de difusão. 

Sob a influência da força gravitacional (centrífuga), a 
partícula acelera até que as forças sobre ela entrem em equi- 
líbrio perfeito: 


m<ú 2 r — VppuPr — vf [6.11] 

A massa de 1 mol de partículas, M, é 

M = mN [6.12] 

onde N é o número de Avogadro (6,022 X 10 '). Logo, o vo- 
lume da partícula, V p , pode ser expresso em termos da sua 
massa molar: 


V P ~ Vm 


VM 

N 


[6.13] 


onde V, o volume especifico parcial da partícula, é a mudan- 
ça de volume quando 1 g (peso seco) de partículas é dissol- 
vido em um volume infinito do soluto. Para a maioria das 
proteínas dissolvidas em água pura a 20° C, V é próximo a 
0,73 cm 3 • g _1 (Tabela 6.4). De fato, para proteínas com com- 
posição conhecida de aminoácidos, V pode ser calculado, 
com boa aproximação, pela soma dos volumes específicos 
parciais dos resíduos de aminoácidos que as compõem, indi- 
cando assim que os átomos nas proteínas estão bem compac- 
tados (Seção 8.3Bc). 

a. Uma partícula pode ser caracterizada por sua velocidade 
de sedimentação 

Substituindo as Equações [6.12] e [6.13] na Equação [6.11] 
dá-se origem a 



M( 1 - Vp)ü> 2 r 
N 


[6.14] 


Agora define-se o coeficiente de sedimentação, s, como 


v _ 1 íd ln A _ M( 1 — Vp) 
~ ^A~dt~ ) ~ Nf 


[6.15] 


O coeficiente de sedimentação, uma grandeza que é análoga 
à mobilidade eletroforética (Equação [6.9] ) por ser a veloci- 
dade por unidade de força, em geral é expresso em unidades 
de 10~ 13 s, que são conhecidas como svedbergs (S). Para fins 
de uniformidade, o coeficiente de sedimentação em geral é 
corrigido para o valor que teria a 20°C em um solvente de 
densidade e viscosidade iguais às da água pura. Isso é simbo- 
lizado por s 20 lv . A Tabela 6.4 e a Fig. 6.28 indicam os valores 
de j 20 em svedbergs de vários materiais biológicos. 

A Equação [6.15] indica que a massa de uma partícula, 
m - M/N, pode ser determinada a partir da medida do seu 


TABELA 6.4 Constantes físicas de algumas proteínas 

Massa molecular 

Proteína (kDa) 

Volume específico parcial, 

^2Q,T Cm '' * g _1 ) 

Coeficiente de 
sedimentação s 20 w (S) 

Razão de 
atrito f/f 0 

Lipase (leite) 

6,7 

0,714 

1,14 

1,190 

Ribonuclease A (pâncreas bovino) 

12,6 

0,707 

2,00 

1,066 

Citocromo c (coração bovino) 

13,4 

0,728 

1,71 

1,190 

Mioglobina (coração equino) 

16,9 

0,741 

2,04 

1,105 

a-Quimotripsina (pâncreas bovino) 

21,6 

0,736 

2,40 

1,130 

Crotoxina (cascavel) 

29,9 

0,704 

3,14 

1,221 

Concanavalina B (feijão-de -porco) 

42,5 

0,730 

3,50 

1,247 

Toxina diftérica 

70,4 

0,736 

4,60 

1,296 

Citocromo -oxidase (P. aeruginosa) 

89,8 

0,730 

5,80 

1,240 

Lactato-desidrogenase H (galinha) 

150 

0,740 

7,31 

1,330 

Catalase (fígado equino) 

222 

0,715 

11,20 

1,246 

Fibrinogênio (humano) 

340 

0,725 

7,63 

2,336 

Hemocianina (lula) 

612 

0,724 

19,50 

1,358 

Glutamato-desidrogenase (fígado bovino) 

1.015 

0,750 

26,60 

1,250 

Proteína do vírus do mosaico amarelo do nabo 

3.013 

0,740 

48,80 

1,470 


Fonte: Smith, M.H., in Sober, RA- (EcL} ? Handbook of Biochemistry and Molecular Biology (2nd ecL}, p* C-1Ü ? CRC Press (1970). 
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FIGURA ©.28 Coeficientes de sedimentação em svedbergs (S) para alguns materiais biológicos. (Segundo diagrama fornecido 
por Beckman Coulter, Inc.) 


coeficiente de sedimentação, s, e da densidade da solução, p, 
se seu coeficiente de atrito,/, e seu volume específico parcial, 
V, forem conhecidos. De fato, antes de 1970, a maioria das 
determinações das massas macromoleculares era realizada 
utilizando-se ultracentrífuga analítica, um equipamento no 
qual as velocidades de sedimentação das moléculas que es- 
tão sendo centrifugadas podem ser medidas opticamente (as 
massas de macromoléculas são muito altas para serem de- 
terminadas com exatidão por técnicas físicas clássicas, como, 


por exemplo, abaixamento do ponto de fusão ou medição da 
pressão osmótica). Apesar do avanço de métodos mais sim- 
ples de determinação de massas moleculares, como a croma- 
tografia de gel filtração (Seção 6.3Ba) e SDS-PAGE (Seção 
6.4C), quase terem levado ao desaparecimento do uso da 
ultracentrifugação analítica, instrumentos desenvolvidos re- 
centemente levaram ao ressurgimento do uso dessa técnica. 
Ela é particularmente útil para a caracterização de sistemas 
de macromoléculas associadas. 
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b. A razão de atrito é um indicativo da solvatação e da forma 
molecular 

Para uma partícula esférica não solvatada de raio r , o coefi- 
ciente de atrito é determinado pela equação de Stokes: 

/ = 6-rr prp [6.16] 

em que ti é a viscosidade da solução. A solvatação aumenta o 
coeficiente de atrito de uma partícula por aumentar seu volu- 
me hidrodinâmico ou efetivo. Além disso, fé mínimo quando 
a partícula é uma esfera. Isso porque a área da superfície de 
uma partícula não esférica é maior do que a área de uma es- 
fera de mesmo volume, devendo, portanto, em média, apre- 
sentar uma área de superfície contra o movimento maior do 
que a que uma esfera apresenta. 

O coeficiente de atrito, /, de uma partícula de massa e o 
volume específico parcial conhecido pode ser determinado 
por ultracentrifugação utilizando-se a Equação [6.15]. O raio 
Stokes ou efetivo de uma partícula em solução pode ser cal- 
culado resolvendo a Equação [6.16] para r p , dados os valores 
/e T| determinados experimentalmente. Já o coeficiente de 
atrito mínimo de uma partícula, / 0 , pode ser calculado a partir 
da massa e do volume específico j>arcial da partícula, supon- 
do que ela seja esférica (V = |ir rf) e não solvatada: 

/3My\ 1/3 

[617 > 

Se a razão de atrito, f/f Q , de uma partícula for muito maior do 
que a unidade, deve-se concluir que a partícula está altamen- 
te solvatada e/ou significativamente alongada. As razões de 
atrito de algumas proteínas são apresentadas na Tabela 6.5. 
Proteínas globulares, que, pelo que se sabe por estudos estru- 
turais, são relativamente compactas e esféricas (Seção 8.3B), 
possuem razões de atrito que chegam até —1,5. Moléculas 
fibrosas como o DNA e a proteína coaguladora do sangue, 
o Gbrinogênio (Seção 35.1Aa), apresentam razões de atrito 
maiores. Na desnaturação, os coeficientes de atrito das pro- 
teínas globulares aumentam até duas vezes, pois as proteínas 
desnaturadas adotam conformações de espirais aleatórias 
flexíveis e oscilantes, nas quais todas as partes da molécula 
estão em contato com o solvente (Seção 8.1D). 

B. Ultracentrifugação preparativa 

As ultracentrífugas preparativas, que, como diz o nome, são 
projetadas para a preparação de amostras, diferem das ultra- 
centrífugas analíticas por não possuírem os dispositivos para 
a observação das amostras. Os rotores preparativos possuem 
tubos cilíndricos para as amostras cujos eixos podem ser pa- 
ralelos, em ângulo ou perpendiculares ao eixo de rotação do 
rotor, dependendo da finalidade (Fig. 6.29). 

Na dedução da Equação [6.15], supôs-se que a sedimen- 
tação tenha ocorrido por um meio homogêneo. A sedimen- 
tação pode ocorrer, no entanto, em uma solução de uma 
substância inerte, como sacarose ou CsCl, na qual a con- 
centração e, portanto, a densidade da solução aumentam do 
topo ao fundo do tubo de centrifugação. O uso desses gra- 
dientes de densidade melhora muito o poder de resolução 



FIGURA 6.29 Alguns rotores de ultracentrifugação prepa- 
rativa. Os tubos de amostra dos rotores de ângulo móvel (ao 
fundo ) possuem uma dobradiça, de forma que eles balançam da 
posição vertical para a horizontal à medida que o rotor começa 
a girar, enquanto os tubos de amostra dos outros rotores têm 
um ângulo fixo em relação ao eixo de rotação. (Cortesia de Be- 
ckman Coulter, Inc. ) 

da ultracentrífuga. Duas aplicações de gradientes de densi- 
dade são amplamente empregadas: (1) ultracentrifugação de 
zona e (2) ultracentrifugação de equilíbrio em gradiente de 
densidade. 

a. A ultracentrifugação de zona separa partículas de acordo 
com seus coeficientes de sedimentação 
Na ultracentrifugação de zona, uma solução de macromo- 
léculas é cuidadosamente colocada no topo de um gradien- 
te de densidade preparado com um aparelho semelhante 
àquele da Fig. 6.7. A finalidade do gradiente de densidade 
é permitir a passagem suave pelas várias zonas macromole- 
culares, diminuindo a mistura das soluções provocada pela 
convecção. A sacarose, que forma uma solução xaroposa 
e bioquimicamente benigna, em geral é usada para formar 
gradientes de densidade para ultracentrifugação de zona. O 
gradiente de densidade é, de preferência, superficial, pois 
a densidade máxima da solução deve ser menor do que a 
densidade das moléculas de interesse menos densas. Ainda 
assim, a Equação [6.15] indica que a velocidade de sedi- 
mentação de uma macromolécula é mais uma função da 
massa molecular do que da densidade. Consequentemente, 
a ultracentrifugação de zona separa macromoléculas de for- 
mas parecidas , com base principalmente nas suas massas 
moleculares. 

Durante a centrifugação, cada espécie de macromolécu- 
la se move através do gradiente a uma velocidade determina- 
da, em grande parte, por seu coeficiente de sedimentação e, 
portanto, move-se como uma zona, que pode ser separada de 
outras zonas, como esquematizado na Fig. 6.30. Após a cen- 
trifugação, o fracionamento em geral é realizado furando-se 
o fundo do tubo de centrifugação com uma agulha, permitin- 
do que o seu conteúdo saia em gotas, coletando-se as zonas 
separadas para posterior análise. 
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FIGURA 6.30 Ultracentrifugação de zona. A amostra é aplicada sobre um gradiente de sacarose (à esquerda). Durante a centri- 
fugação (no meio), cada partícula sedimenta com uma velocidade que depende principalmente da massa da partícula. No final, o 
tubo de centrifugação é furado, e as partículas separadas (zonas) são coletadas (à direita). 


b. A ultracentrifugação de equilíbrio em gradiente de 
densidade separa partículas de acordo com suas 
densidades 

Na ultracentrifugação de equilíbrio em gradiente de densida- 
de (alternativamente, ultracentrifugação isopícnica [do grego: 
isos, igual + pyknos, denso]), a amostra é dissolvida em uma 
solução relativamente concentrada de uma substância densa 
e de rápida difusão (e, portanto, de baixa massa molecular), 
como CsCl ou Cs 2 S0 4 , e é centrifugada a uma alta velocidade 
até que a solução atinja o equilíbrio. O alto campo centrífugo 
faz o soluto de baixa massa molecular formar um forte gra- 
diente de densidade (Fig. 6.31), no qual os componentes da 
amostra formam bandas nos locais onde suas densidades são 



Raio (cm) 

FIGURA 6.31 Distribuição da densidade de equilíbrio de uma 
solução de CsCl em uma ultracentrffuga girando a 39.460 rpm. A 

densidade inicial da solução era 1,7 g * mL -1 . (Segundo Ifft, J.B., 
Voet, D.H., and Vinograd, J Phys. Chem. 65, 1138 (1961).) 


iguais à densidade da solução; ou seja, em que (1 — Vf) na 
Equação [6. 15] é zero (Fig. 6.32) . Essas bandas são coletadas 
como frações separadas quando o tubo da amostra é furado 
como descrito anteriormente. A concentração de sal na amos- 
tra e, portanto, a densidade da solução, são facilmente deter- 
minadas com um refratômetro Abbé, um instrumento óptico 
que mede o índice de refração das soluções. 

A técnica do equilíbrio em gradiente de densidade é muitas 
vezes o método de escolha para separar misturas cujos compo- 
nentes apresentam grande diferença entre as densidades. Essas 
substâncias incluem ácidos nucleicos, vírus e algumas organelas 
subcelulares, como os ribossomos, por exemplo. Entretanto, a 
ultracentrifugação isopícnica não é eficaz no fracionamento de 
misturas proteicas, pois a maioria das proteínas possui densi- 
dades semelhantes (a alta concentração de sal também pode 
levar à precipitação por salting out ou ainda desnaturar as pro- 
teínas). A ultracentrifugação com gradiente de densidade em 
uma ultracentrífuga analítica foi utilizada para mostrar que a 
replicação do DNA é semiconservativa (Seção 5.3B). 

6 FRACIONAMENTO DE ÁCIDOS NUCLEICOS 

Nas partes anteriores deste capítulo, foram discutidas as téc- 
nicas utilizadas com mais frequência para isolar e, até certo 
ponto, caracterizar proteínas. A maioria desses métodos, em 
geral com algumas modificações, também é regularmente 
utilizada no fracionamento de ácidos nucleicos de acordo 
com tamanho, composição e sequência. Também existem 
muitas técnicas que são aplicáveis apenas a ácidos nucleicos. 
Nesta seção serão discutidas algumas das técnicas mais úteis 
que são empregadas para a separação dessas moléculas. 

A. Métodos em solução 

Os ácidos nucleicos, nas células, estão invariavelmente as- 
sociados às proteínas. Uma vez que as células tiverem sido 
rompidas (Seção 6.1B), os ácidos nucleicos devem ser sepa- 
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iGURA 6.32 Ultracentrifugação isopícnica. A centrifugação inicia com uma mistura uniforme de uma amostra de macromolé- 
culas dissolvida em uma solução de um soluto denso e de rápida difusão, como por exemplo CsCl (à esquerda). No equilíbrio em 
um campo centrífugo, o soluto forma um gradiente de densidade no qual as macromoléculas migram para as suas posições de den- 
sidade de flutuação ( à direita). 


rados das proteínas. Isso pode ser feito misturando-se (muito 
brandamente, caso o DNA a ser isolado for de alta massa 
molecular; Seção 5.3D) a solução aquosa contendo o com- 
plexo proteína-ácido nucleico com uma mistura 25:24:1 de 
fenol, clorofórmio e álcool isoamílico. A proteína é assim 
desnaturada e extraída na fase orgânica imiscível com água, 
que é separada da fase aquosa, que contém os ácidos nuclei- 
cos, por centrifugação (quando a quantidade de proteína que 
estiver presente for grande, forma-se um precipitado entre 
as fases orgânica e aquosa). Altemativamente (ou de forma 
complementar), as proteínas podem ser dissociadas dos áci- 
dos nucleicos com o uso de agentes desnaturantes, como, por 
exemplo, detergentes, cloreto de guanidina, ou então com 
altas concentrações de sal, e também podem ser degradadas 
enzimaticamente por proteases. Em todos os casos, porém, 
os ácidos nucleicos, constituídos por uma mistura de RNA 
e DNA, podem depois ser isolados por precipitação com 
etanol. O RNA pode ser recuperado tratando o precipitado 
com DNase pancreática para eliminar o DNA. Da mesma 
forma, pode-se obter DNA livre de RNA pelo tratamento 
com RNase. Alternativamente, RNA e DNA podem ser se- 
parados por ultracentrifugação (Seção 6.6D). 

Em todas essas manipulações e nas subsequentes, os 
ácidos nucleicos devem ser protegidos da degradação que 
ocorre por ação das nucleases que estão presentes tanto nos 
materiais e reagentes de laboratório como nas mãos. 

As nucleases podem ser inibidas pela presença de agen- 
tes quelantes, como por exemplo o ácido etilenodiaminote- 
tracético (EDTA), 

HOOC-H 2 C CHo COOH 

N— CH 2 — CR,— N 

/ \ 

HOOC - H 2 C CH 2 - COOH 

Ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) 


que sequestra íons metálicos divalentes, dos quais as nuclea- 
ses necessitam para sua atividade. Nos casos em que nenhu- 
ma atividade nucleásica pode ser tolerada, toda a vidraria 
deve ser autoclavada para desnaturar, por calor, as nuclea- 
ses, e o cientista deve usar luvas de plástico ou látex. Ainda 
assim, ácidos nucleicos são mais fáceis de manipular do que 
proteínas, pois o fato de não possuírem, na maioria dos ca- 
sos, uma estrutura terciária, torna-os relativamente mais to- 
lerantes a condições extremas. 

B. Cromatografia 

Muitas das técnicas cromatográficas que são usadas para se- 
parar proteínas (Seção 6.3) são também aplicáveis para áci- 
dos nucleicos. Oligonucleotídeos podem ser separados por 
HPLC, particularmente o tipo que emprega cromatografia 
de fase reversa. Ácidos nucleicos de maior tamanho em geral 
são separados por técnicas que incluem cromatografia de tro- 
ca iônica e cromatografia de gel filtração. 

а. A hidroxiapatita pode ser utilizada para isolar e fracionar 
DNA 

A hidroxiapatita (uma forma do fosfato de cálcio; Seção 

б. 3Db ) é especialmente útil na purificação e no fracionamen- 
to de DNA por cromatografia. O DNA de fita dupla liga-se 
à hidroxiapatita mais fortemente do que outras moléculas. 
Como consequência, o DNA pode ser rapidamente isolado 
passando-se um lisado de células através de uma coluna de 
hidroxiapatita, lavando -se a coluna com um tampão fosfato 
em baixa concentração de maneira que apenas RNA e pro- 
teínas sejam liberados, e depois elui-se o DNA com uma so- 
lução fosfato mais concentrada. Além disso, o DNA de fita 
simples elui da hidroxiapatita em uma concentração de fosfa- 
to menor do que o DNA de fita dupla. 
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b. RNAs Mensageiros podem ser isolados por cromatografia 
de afinidade 

A cromatografia de afinidade (Seção 6.3C) é útil para o 
isolamento de ácidos nucleicos específicos. Por exemplo, a 
maioria dos RNAs mensageiros (mRNAs) eucarióticos pos- 
sui uma sequência poli (A) em suas extremidades 3’ (Seção 
5. 4 Ac). Eles podem ser isolados em uma matriz de agarose 
ou celulose à qual poli(U) tenha sido co valentemente ligado. 
As sequências poli (A) ligam-se especificamente ao poli(U) 
complementar em altas concentrações de sal e baixas tempe- 
raturas, e podem ser depois liberadas alterando-se essas con- 
dições. Além disso, se a sequência (parcial) de um mRNA 
for conhecida (p. ex., quando inferida a partir da sequência 
de aminoácidos da proteína correspondente), a fita comple- 
mentar de DNA pode ser sintetizada (por meio de métodos 
discutidos na Seção 7.6Aa) e utilizada para isolar um mRNA 
específico. 

C. Eletroforese 

Ácidos nucleicos de um determinado tipo podem ser separa- 
dos por eletroforese em gel de poliacrilamida (Seções 6.4B e 
6.4C), pois as suas mobilidades eletroforéticas nestes géis va- 
riam inversamente com as massas moleculares. Entretanto, 
DNAs de mais de alguns milhares de pares de bases (pb) são 
muito grandes para penetrar em um gel de poliacrilamida, 
mesmo que seja um gel pouco concentrado. Essa dificuldade 
pode ser parcialmente superada com o uso de géis de agaro- 
se. Utilizando-se géis com conteúdos de agarose apropriada- 
mente baixos, DNAs relativamente grandes em várias faixas 
de tamanho podem ser fracionados. Dessa maneira, os plas- 
mídeos, por exemplo, podem ser separados do DNA cromos- 
sômico das bactérias, o qual é maior. 

a. DNA de fita dupia é detectado por coloração seletiva com 
agentes intercalantes 

As várias bandas de DNA em um gel devem ser detectadas 
para poderem ser isoladas. O DNA de fita dupla é facilmente 
corado por cátions aromáticos planares, como íon etídio e 
laranja de acridina. 



Laranja de acridina 


Esses corantes ligam-se ao DNA de fita dupla por in- 
tercalação (introduzindo-se entre os pares de bases) e exi- 
bem uma fluorescência sob luz UV que é bem mais intensa 



FIGURA 6.33 Eletroforetograma de gel de agarose de DNA 
de dupla-hélice. Após a eletroforese, o gel foi mergulhado em 
uma solução de brometo de etídio, lavado e fotografado sob luz 
UV. A fluorescência do cátion etídio é muito aumentada pela 
ligação ao DNA, portanto cada banda fluorescente marca um 
tamanho diferente de fragmento de DNA. (Klaus Guldbrand- 
sen/Photo Researchers, Inc.) 

do que aquela do corante livre. Quantidades tão pequenas 
quanto 50 ng de DNA podem ser detectadas em um gel co- 
rado com brometo de etídio (Fig. 6.33). RNAs e DNAs de 
fita simples também estimulam a fluorescência do íon etí- 
dio, porém em um grau menor do que o DNA de fita dupla. 
As desvantagens de utilizar esses corantes incluem o fato de 
eles serem mutagênicos - portanto devem ser manuseados 
e descartados com cautela - e de que a exposição à luz UV 
danifica o DNA (Seção 30.5 Aa). O SYBR Safe, um corante 
não mutagênico igualmente sensível, que fluoresce quando 
ligado ao DNA fita dupla e excitado por luz azul, dribla es- 
sas dificuldades. 

b. DNAs muito grandes são separados por eletroforese de 
campo pulsado 

Os tamanhos de DNA que podem ser separados pela ele- 
troforese convencional são limitados a 100.000 pb, mesmo 
quando são usados géis contendo 0,1% de agarose (que pro- 
duz um gel extremamente frágil). Entretanto, o desenvol- 
vimento da eletroforese de campo pulsado (PFGE, pulsed- 
-field gel electrophoresis) por Charles Cantor e Cassandra 
Smith aumentou esse limite para DNA com até 10 milhões 
de pares de bases (6,6 milhões de kDa). O equipamento de 
eletroforese utilizado na PFGE possui dois ou mais pares 
de eletrodos arranjados em torno da periferia de um peda- 
ço de gel de agarose. A polaridade dos pares de eletrodos 
diferentes é pulsada de forma sequencial por tempos que va- 
riam de 0,1 a 1.000 s, dependendo dos tamanhos dos DNAs 
que estão sendo separados. A eletroforese do DNA exige 
que essas moléculas alongadas serpeteiem através dos canais 
do gel mais ou menos no sentido do cátodo para o ânodo. 
Se a direção do campo elétrico mudar abruptamente, esses 
DNAs precisam reorientar seus eixos longitudinais ao longo 
da nova direção do campo antes que possam continuar sua 
passagem pelo gel. O tempo necessário para reorientar mo- 
léculas de DNA muito extensas e que estejam embebidas em 
gel aumenta de acordo com o tamanho da massa molecular. 
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Como consequência, a escolha adequada da distribuição dos 
eletrodos e do tempo e frequência dos pulsos faz os DNAs 
menores migrarem através do gel mais rapidamente do que 
DNAs longos, levando assim à separação desses fragmentos 
(Fig. 6.34). 

D. Ultracentrífugação 

A ultracentrifugação de equilíbrio em gradiente de densida- 
de (Seção 6.5Bb) em CsCl constitui uma das técnicas utiliza- 
das com mais frequência para a separação de DNA. A densi- 
dade de flutuação, p, do DNA Cs 1 2 de fita dupla depende da 
sua composição de bases: 

p = 1,660 + 0,098A G+C [6.18] 

onde X G+C é a fração molar de G C. Assim, um gradiente de 
densidade de CsCl fraciona o DNA de acordo com a composi- 
ção de bases. Por exemplo, DNAs de eucariotos em geral con- 
têm frações menores que se separam em bandas das frações 
majoritárias. Algumas dessas bandas satélites consistem em 
DNA de mitocôndria e de cloroplasto. Outra classe impor- 
tante de DNA satélite é composta por sequências repetidas, 
que são segmentos curtos de DNAs repetidos em sequência 
centenas, milhares e até milhões de vezes em um cromossomo 
(Seção 34.2B). Da mesma forma, plasmídeos podem ser sepa- 
rados do DNA cromossômico de bactérias pela ultracentrifu- 
gação de equilíbrio em gradiente de densidade. 

O DNA de fita simples é —0,015 g • cm” 3 mais denso do 
que o DNA de fita dupla correspondente, de forma que os 
dois podem ser separados pela ultracentrifugação de equilí- 
brio em gradiente de densidade. O RN A é muito denso para 
formar bandas em CsCl, mas o faz em soluções de Cs 2 S0 4 . 
Híbridos de RNA-DNA formam bandas em CsCl, mas em 
uma densidade mais alta do que o DNA de fita dupla corres- 
pondente. 

O RNA pode ser fracionado por ultracentrifugação de 
zona por um gradiente de sacarose (Seção 6.5Ba). Os RNAs 
são separados por essa técnica principalmente com base nos 
seus tamanhos. De fato, o RNA ribossômico, que constitui 



FIGURA 6.34 PFGE de um conjunto de cromossomos de le- 
veduras. Os cromossomos de leveduras, os quais foram migra- 
dos como amostras idênticas nas 13 canaletas internas, possuem 
tamanhos de 260, 290, 370, 460, 580/600, 700, 780, 820 e 850 kb. 
As duas canaletas externas, as quais apresentam os padrões 
de massa molecular, contêm vinte muitímeros sucessivamente 
maiores de um DNA de —43,5 kb de bacteriófago \ (de cima 
para baixo), com um limite de observação de —850 kb. (Eletro- 
foretograma por Margit Burmeister, University of Michigan, 
in Wilson, K. e Walker, I. Principies and Techniques ofBioche- 
mistry and Molecular Biology [6th ed.],p.477, Cambridge Uni- 
versity Press [2005], EUA.) 

a maior parte do RNA celular, é classificado de acordo com 
sua velocidade de sedimentação; por exemplo, o RNA da 
subunidade ribossômica menor de E. coli é conhecido como 
RNA 16S (Seção 32.3A). 


RESUMO DO CAPÍTULO 


1 Isolamento de proteínas As macromoléculas das células são 
solubilizadas rompendo-se as células, o que pode ser feito por meios 
químicos ou mecânicos, tais como o uso de detergentes ou de liqui- 
dificadores. A purificação parcial por centrifugação diferencial é 
utilizada após a lise celular para remover restos celulares ou para 
isolar um componente subcelular específico. Quando estão fora do 
ambiente protetor da célula, as proteínas e outras macromoléculas 
devem ser tratadas de forma a evitar sua destruição por influências 
como pH e temperaturas extremas, degradação enzimática e quími- 
ca e manuseio mecânico violento. O grau de pureza de uma substân- 
cia que está sendo isolada deve ser monitorado ao longo do processo 
de purificação utilizando algum ensaio específico. 

2 Solubilidade das proteínas As proteínas são convenientemen- 
te purificadas em grande escala por um processo de precipitação fra- 
cionada chamado salting out, no qual as solubilidades das proteínas 
são alteradas pela mudança da concentração de sal ou de pH. 

3 Separação cromatográfica A cromatografia de troca iônica 
emprega materiais de suporte do tipo celulose ou géis de dextrana 
com ligações cruzadas. A separação fundamenta-se nas diferentes 
interações eletrostáticas entre os grupos carregados do material da 


troca iônica e aqueles da substância a ser separada. As molécu- 
las podem ser detectadas por absorbância em UV, fluorescência, 
radioatividade ou atividade enzimática. Na cromatografia de gel 
filtração, as moléculas são separadas de acordo com seu tamanho 
e sua forma, pelo uso de partículas de dextrana, poliacrilamida ou 
agarose, as quais apresentam poros de dimensões moleculares. 
Uma coluna de gel filtração calibrada pode ser utilizada para esti- 
mar as massas moleculares das macromoléculas. A cromatografia 
de afinidade separa biomoléculas de acordo com sua capacidade 
bioquímica de se ligar especificamente a determinadas moléculas. 
A cromatografia líquida de alta resolução (HPLC) faz uso de qual- 
quer uma das técnicas de separação já mencionadas, mas utiliza 
materiais cromatográficos de alta resolução, altas pressões de sol- 
vente e sistemas de mistura automática de solventes e de monitora- 
mento de forma a obter graus de separação bem melhores do que 
aqueles alcançados por técnicas cromatográficas mais convencio- 
nais. As croma togr afias de adsorção, de camada delgada (TLC), de 
fase reversa (RPC), de interação hidrofóbica (HIC) e de afinidade 
com quelação de metal também apresentam aplicações bioquími- 
cas importantes. 
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4 Eletroforese Na eletroforese, moléculas carregadas são sepa- 
radas de acordo com suas velocidades de migração em um campo 
elétrico em um suporte sólido, como papel, acetato de celulose, po- 
liacrilamida polimerizada ou agarose. A eletroforese em gel empre- 
ga um gel de poliacrilamida ou de agarose para que as moléculas se- 
jam separadas de acordo com seus tamanhos, por gel filtração, bem 
como de acordo com suas cargas. As moléculas separadas podem ser 
visualizadas pelo uso de corantes, por autorradiografia ou por im- 
munoblotting. O detergente aniônico dodecil sulfato de sódio (SDS) 
desnatura as proteínas e as cobre uniformemente, fazendo com que 
elas apresentem uma densidade de carga e formas semelhantes. A 
SDS-PAGE pode ser utilizada para estimar as massas macro mole- 
culares. Na IEF, as macromoléculas são mergulhadas em um gra- 
diente de pH estável e submetidas a um campo elétrico que faz elas 
migrarem para suas posições isoelétricas. Na eletroforese capilar, o 
uso de tubos capilares finos e campos elétricos fortes permite que 
pequenas quantidades de material sofram separações rápidas e com 
alta resolução. 

5 U Itracentrif ugação Na ultracentrifugação, as moléculas são 
separadas ao serem submetidas a campos gravitacionais fortes 
o suficiente para neutralizarem as forças de difusão. As molé- 


culas podem ser separadas e suas massas moleculares estimadas 
a partir de suas velocidades de sedimentação em um solvente 
ou em um gradiente preestabelecido formado por um material 
inerte de baixa massa molecular como, por exemplo, sacarose. 
Alternativamente, as moléculas podem ser separadas de acordo 
com suas densidades de flutuação em uma solução com gradiente 
de densidade de uma substância densa e de rápida difusão, como, 
por exemplo, CsCl. O afastamento do valor da razão de atrito em 
relação à unidade é um indicativo do grau de solvatação e alonga- 
mento da molécula. 

6 Fracionamento de ácidos nucleicos Os ácidos nucleicos po- 
dem ser fracionados por muitas das técnicas utilizadas na separação 
de proteínas. A cromatografia em hidroxiapatita separa DNAs de 
fita simples de DNAs de fita dupla. A eletroforese em gel de aga- 
rose ou de poliacrilamida separa o DNA principalmente de acordo 
com o tamanho. DNAs muito grandes podem ser separados por ele- 
troforese de campo pulsado (PFGE) em géis de agarose. Os DNAs 
podem ser fracionados de acordo com sua composição de bases por 
ultracentrifugação em gradiente de densidade em CsCl. Diferentes 
tipos de RNA podem ser separados por ultracentrifugação de zona 
por um gradiente de sacarose. 


REFERENCIAS 


Geral 

Ahmed, H., Principies and Reactions of Protein Extraction, Purifi- 
cation, and Characterization, CRC Press (2005). 

Bonner, P.L.R., Protein Purification, Taylor & Francis (2007). 

Boyer, R.F., Biochemistry Laboratory: Modem Theory and Techni- 
ques, Benjamin-Cummings (2006). 

Burgess, R.R. and Deutscher, M.P. (Eds.), Guide to Protein Purifi- 
cation (2nd ed.), Methods Enzymol. 463, (2009). 

Harding, S.E. and Chowdhry, B.Z. (Eds.)., Protein Ligand Interac- 
tions: Structure and Spectroscopy. A Practical Approach, Oxford 
University Press (2001). [Contém descrições de várias técnicas 
físicas para o estudo de proteínas e suas interações com outras 
moléculas.] 

Meyers, R.A., Proteins. From Analytics to Structural Genomics, Vol. 
2, Chapters 20-24, Wiley-VCH (2007). 

Ninfa, A.J., Bailou, D.P., and Benore, M., Fundamental Laboratory 
Approaches for Biochemistry and Biotechnology (2nd ed.), Wiley 
( 2010 ). 

Pingoud, A., Urbanke, C., Hoggett, J., and Jeltsch, A., Biochemical 
Methods . A Concise Guide for Students and Researchers, Wiley- 
VCH (2002). 

Roe, S. (Ed.), Protein Purification Techniques. A Practical Ap- 
proach (2nd ed.); and Protein Purification Applications. A 
Practical Approach (2nd ed.), Oxford University Press (2001). 

Tinoco, I., Sauer, K., Wang, J.C., and Puglisi, J.C., Physical Chem- 
istry. Principies and Applications in Biological Sciences (4th ed.), 
Chapter 6, Prentice-Hall (2002). 

Simpson, R.J., Adams, P.D., and Golemis, E.A. (Eds.), Basic Meth- 
ods in Protein Purification and Analysis. A Laboratory Manual, 
Cold Spring Harbor Laboratory Press (2009). 

Structural Genomics Consortium, et al., Protein production and pu- 
rification, N ature Methods 5, 135-146 (2008). [Discute métodos 
para produzir e purificar proteínas recombinantes com máxima 
eficiência.] 

Walker, J.M. (Ed.), The Protein Protocols Handbook (2nd ed.), 
Humana Press (2002). 

Wilson, K. and Walker, J.M. (Eds.), Principies and Techniques of 
Biochemistry and Molecular Biology (6th ed.), Capítulos 10 e 11, 
Cambridge University Press (2005). 


Solubilidade e cristalização 

Arakawa, T. and Timasheff, S.N., Theory of protein solubility, 
Methods Enzymol. 114, 49-77 (1985). 

Ducruix, A. and Giegé, R. (Eds.), Crystallization of Nucleic Acids 
and Proteins. A Practical Approach, (2nd ed.), Oxford Univer- 
sity Press (1999). 

McPherson, A., Crystallization of Biological Macromolecules , Cold 
Spring Harbor Laboratory Press (1999). 

Cromatografia 

Dean, P.D.G., Johnson, W.S., and Middle, F.A. (Eds.), Affinity 
Chromatography. A Practical Approach, IRL Press (1985). 

Fischer, L., Gel filtration chromatography (2nd ed.), in Work, T.S. 
and Burdon, R.H. (Eds.), Laboratory Techniques in Biochem- 
istry and Molecular Biology, Vol. 1, Part II, North-Holland 
Biomedical Press (1980). 

Meyer,V.R., Practical High- Performance Liquid Chromatography 
(2nd ed.), Wiley (1994). 

Oliver, R.W.A. (Ed.), HPLC of Macromolecules. A Practical 
Approach (2nd ed.), IRL Press (1998). 

Rossomando, E.F., HPLC in Enzymatic Analysis (2nd ed.), Wiley 
(1998). 

Weston, A. and Brown, P.R., HPLC and CE. Principies and Prac- 
tice, Academic Press (1997). 

Eletroforese 

Altria, K.D., Capillary Electrophoresis Guidebook, Humana Press 
(1996). 

Baker, D.R., Capillary Electrophoresis, Wiley (1995). 

Burmeister, M. and Ulanovsky, L., Pulsed-Field Gel Electrophoresis, 
Humana Press (1992). 

Gersten, D.M., Gel Electrophoresis: Proteins, Wiley (1996). 

Griffin, T.J. and Aebersold, R., Advances in proteome analysis by 
mass spectrometry, /. Biol. Chem. 276, 45497-45500 (2001). 

Hames, B.D. (Ed.), Gel Electrophoresis of Proteins. A Practical 
Approach (3rd ed.), IRL Press (1998). 

Jones, P., Gel Electrophoresis: Essential Techniques, Wiley (1999). 

Karger, B.L., Chu,Y.-H., and Foret, F., Capillary electrophoresis of 
proteins and nucleic acids, Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct. 
24,579-610(1995). 



Bioquímica 161 


Monaco, A.P. (Ed.), Pulsed Field Gel Electrophoresis. A Practical 
Approach, IRL Press (1995). 

Righetti, P.G., Immobilized pH gradients: Theory and methodol- 
-ogy, in Burdon, R.H. and van Knippenberg, P.H. (Eds.), Labo- 
ratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology, Vol. 
20, Elsevier (1990). [Discute a focalização isoelétrica.] 

Wehr, T., Rodríeguez-Diaz, R., and Zhu, M., Capillary Elec- 
trophoresis ofProteins, Marcei Dekker (1999). 

Ultracentrifugação 

Graharn, J., Biological Centrifugation, Bios Scientific Publishers 

( 2001 ). 

Harding, S.E., Rowe, A.J., and Horton, J.C. (Eds.), Analytical 
Ultracentrifugation in Biochemistry and Polymer Science, Royal 
Society of Chemistry (1992). 


Hesley, P., Defining the structure and stability of macromolecular 
assemblages in solution: The re-emergence of analytical ultra- 
centrifugation as a practical tool, Structure 4, 367-373 (1996). 

Laue, T., Biophysical studies by ultracentrifugation, Curr. Opin. 
Struct. Biol. 11, 579-583 (2001); and Laue, T.M. and Stafford, 
W.F., III, Modern applications of analytical ultracentrifugation, 
Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct. 28, 75-100 (1999). 

Mãchtle, W. and Bõrger, L., Analytical Ultracentrifugation , 
Springer-Verlag (2006). 

Schachman, H.K., Ultracentrifugation in Biochemistry , Academic 
Press (1959). [Um tratado clássico sobre ultracentrifugação.] 

Schuster,T.M. and Toedt, J.M., New revolutions in the evolution of 
analytical ultracentrifugation, Curr. Opin. Struct. Biol. 6 , 650-658 
(1996). 

Stafford, W.F., III, Sedimentation velocity spins a new weave for an 
old fabric, Curr. Opin. Biotech. 8, 14—24 (1997). 


EXERCÍCIOS DE BIOINFORMÁTiCA 

Exercícios de Bioinformãtica estão disponíveis em www.wiley.com/college/voet. 

Capítulo 5 

Eletroforese 

1. Eletroforese Unidimensional. Simule uma eletroforese SDS-PAGE com proteínas conhecidas e desconhecidas. 

2 . Eletroforese Bidimensional. Explore os parâmetros eletroforé ticos previstos e observados (p/, massa molecular e padrão de fragmen- 
tação) para uma proteína conhecida. 


PROBLEMAS 


1. Quais são as forças iônicas de soluções 1,0 M de NaCl, 
(NH 4 ) 2 S0 4 e K,PQ 4 ? Em quais dessas soluções uma proteína seria 
mais solúvel? E menos solúvel? 

2. Uma solução salina isotônica (que apresenta a mesma concen- 
tração de sais que o sangue) contém 0,9% NaCl. Qual a sua força 
íomca? 

3. Em que ordem os seguintes aminoácidos são eluídos de uma 
coluna contendo uma resina de troca iônica de P-celulose utili- 
zando-se tampão de pH 6: arginina, ácido aspártico, histidina e 
leucina? 

4. Em que ordem as seguintes proteínas são eluídas de uma colu- 
na contendo uma resina de troca iônica de CM-celulose, utilizando- 
-se gradiente de sal crescente com pH 7: fibrinogênio, hemoglobina, 
lisozima, pepsina e ribonuclease A (ver Tabela 6.1)? 

5. Qual é a ordem de eluição de uma coluna de Sephadex G-50 
das seguintes proteínas: catalase, a-quimotripsina, concanavalina B, 
lipase e mioglobina (ver Tabela 6.4)? 

6 . Estime a massa molecular de uma proteína desconhecida que 
elui de uma coluna de Sephadex G-50 entre citocromo c e ribonucle- 
ase A (ver Tabela 6.4). 

7. Uma coluna de cromatografia é preenchida com um volume 
total de 100 mL de Bio-Gel P-30. O volume de eluição da proteína 
hexocinase (96 kDa nessa coluna é 34 mL. O de uma proteína des- 


conhecida é de 50 mL. Qual é o volume morto da coluna, o volume 
ocupado pelo gel e o volume de eluição relativo da proteína desco- 
nhecida? 

8. Qual método cromatográfico seria adequado para separar 
cada um dos seguintes pares de substâncias: (a) Ala-Phe-Lys e Ala- 
Ala-Lys; (b) lisozima e ribonuclease A (ver Tabela 6.1); (c) hemo- 
globina e mioglobina (ver Tabela 6.1)? 

9. Qual a ordem dos valores R r dos seguintes a m i n oácidos em 
uma cromatografia em papel utilizando como sistema de solvente 
água/butanol/ácido acético no qual o pH da fase aquosa é 4,5: alani- 
na, ácido aspártico, Usina, ácido glutâmico, fenilalanina e valina? 

10. Qual técnica de fracionamento poderia ser empregada para 
purificar a Proteína 1 de uma mistura de três proteínas cujas compo- 
sições de aminoácidos são as seguintes? 

1. 25% Ala, 20% Gly, 20% Ser, 10% Ile, 10% Vai, 5% Asn, 
5% Gin, 5% Pro 

2. 30% Gin, 25% Glu, 20% Lys, 15% Ser, 10% Cys 

3. 25% Asn, 20% Gly, 20% Asp, 20% Ser, 10% Lys, 5% Tyr 

Todas essas proteínas são semelhantes em tamanho e p/, e não exis- 
te anticorpo disponível para a Proteína 1. 

*11. Tabelas de purificação são frequentemente utilizadas para 
acompanhar o rendimento e o grau de purificação de uma proteína. 


TABELA DE PURIFICAÇÃO (para o Problema 11) 

mg proteína 


Etapa de purificação 


total 


Atividade específica 

jxmol Mb (jxmol proteína / mg proteína total) % Rendimento Grau de purificação 


100 


1. Extrato bruto 

2. Cromatografia DEAE-celulose 

3. Cromatografia de afinidade 


1.550 

550 

5,0 


0,75 

0,35 

0,28 
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A atividade específica é a razão quantidade da proteína de interesse, 
aqui a mioglobina (Mb), obtida em uma dada etapa (em pmol ou 
unidades enzimáticas), dividida pela quantidade (mg) de proteína 
total. O rendimento é a razão quantidade da proteína de interesse 
obtida em uma dada etapa da purificação (em pmol ou unidades 
enzimáticas) dividida pela quantidade original presente no extrato 
bruto, geralmente convertido para percentual de rendimento multi- 
plicando por 100. O grau de purificação é a razão atividade específi- 
ca da proteína purificada por aquela do extrato bruto. 

(a) Para a tabela de purificação abaixo, calcule a atividade específi- 
ca, % de rendimento e grau de purificação para as colunas em branco. 

(b) Qual das etapas, cromatografia DEAE ou de afinidade, leva à 
maior perda de Mb? 

(c) Qual etapa leva à maior purificação da Mb? 

(d) Se você pudesse utilizar somente uma etapa de purificação, 
qual técnica seria a melhor? 

12. Sabe-se que o neuro transmissor ácido ■y-aminobutírico liga- 
-se a proteínas receptoras específicas do tecido nervoso. Planeje um 
protocolo para a purificação parcial da proteína receptora. 

13 . Uma mistura de aminoácidos consistindo em arginina, cisterna, 
ácido glutâmico, histidina, leucina e serina é aplicada em uma tira de 
papel e submetida à eletroforese utilizando-se um tampão com pH 
7,5. Quais são as direções de migração desses aminoácidos e quais 
são suas mobilidades relativas? 

*14. Faça um esquema da aparência da datiloscopia dos seguintes 
tripeptídeos: Asn-Arg-Lys, Asn-Leu-Phe, Asn-His-Phe, Asp-Leu- 
Phe e Val-Leu-Phe. Considere que a etapa da cromatografia em 
papel é realizada com um sistema de solvente de ág u a/b utanol/ ácido 
acético (pH 4,5) e que a etapa eletroforética seja realizada com um 
tampão de pH 6,5, 

15 . Qual é a massa molecular de uma proteína que apresen- 
ta uma mobilidade eletroforética relativa de 0,5 em um gel de 
SDS-poliacrilamida como aquele da Fig. 6.25? 

16 . Explique por que a massa molecular do fibrinogênio é signifi- 
cativamente superestimada quando medida utilizando-se uma colu- 


na de gel filtração calibrada (Fig. 6.10), mas pode ser determinada 
com considerável precisão a partir de sua mobilidade eletroforética 
em um gel de SDS-poliacrilamida (ver Tabela 6.5). 

17 . (a) Quais seriam os arranjos relativos das seguintes proteínas 
após terem sido submetidas à IEF: insulina, citocromo c, histona, 
mioglobina e ribonuclease A? (b) Faça um esquema da aparência 
do eletroforetograma de um gel bidimensional de citocromo c, mio- 
globina e ribonuclease A (ver Tabelas 6.1 e 6.5). 

18 . Calcule a aceleração centrífuga, em gravidade (g), sobre uma 
partícula localizada a 6,5 cm do eixo de rotação de uma ultracentrí- 
fuga com uma rotação de 60.000 rpm (1 g = 9,81 m * s ). 

19 . Em uma solução -tampão diluída a 20°C, a aldolase do mús- 
culo de rato apresenta coeficiente de atrito de 8,74 X 10 g • s , 
coeficiente de sedimentação de 7,35 S e volume específico parcial de 

0,742 cm * g . Calcule a massa molecular da aldolase considerando 

^ 

que a densidade da solução seja de 0,998 g • cm ". 

*20. O coeficiente de sedimentação de uma proteína foi medido 
observando-se sua sedimentação a 20°C em uma ultracentrífuga ro- 
dando a 35.000 rpm. 


Distância da frente ao 
Tempo, t (min) centro de rotação, r (cm) 


4 

5,944 

6 

5,966 

8 

5,987 

10 

6,009 


12 6,032 

A densidade da solução é 1,030 g * cm , o volume específico parcial 
da proteína é 0,725 cm J • g e seu coeficiente de atrito é 3,72 X 
10 ‘ g • s . Calcule o coeficiente de sedimentação da proteína, em 
Svedbergs, e sua massa molecular. 
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CAPÍTULO 7 


1 Determinação da estrutura primária de proteínas 

A. Análise do grupo terminal: quantos tipos diferentes de 
subun idades? 

B. Clivagem de ligações dissulfeto 

C. Separação, purificação e caracterização das cadeias 
polipeptídicas 

D. Reações específicas de hidrólise de peptídeos 

E. Separação e purificação dos fragmentos peptídicos 

F. Determinação da sequência 

G. Ordenamento de fragmentos peptídicos 

H. Determinação das posições das ligações dissulfeto 
i. Caracterização e sequenciamento de peptídeos por 

espectrometria de massa 
J. Mapeamento de peptídeos 

2 Sequenciamento de ácidos nucleicos 

A. O método de Sanger 

B. Sequenciamento de genomas 

C. A próxima geração de tecnologias de sequenciamento de 
D NA 

D. Sequenciamento de ácidos nucleicos versus 
sequenciamento de aminoácidos 

3 Evolução química 

A. Anemia falciforme: a influência da seleção natural 

B. Variações entre espécies em proteínas homóiogas: os 
efeitos da alteração neutra 

C. Evolução por meio de duplicação gênica 

4 Bioinformática: uma introdução 

A. Bases de dados de sequências 

B. Alinhamento de sequências 

C. Construção de árvores filogenéticas 

5 Síntese química de potipeptídeos 

A. Procedimentos de síntese 

B. Problemas e perspectivas 

6 Síntese química de oiigonucleotídeos 

A. Procedimentos de síntese 

B. Microarranjos de DNA 

C. Evolução sistemática de ligantes por enriquecimento 
exponencial (SELEX) 


As proteínas estão no centro da ação dos processos biológi- 
cos. Elas funcionam como enzimas que catalisam o conjunto 
complexo de reações químicas, conhecidas coletivamente 
como vida. As proteínas servem como reguladores dessas 
reações, tanto direta, como componentes de enzimas, quanto 
indiretamente na forma de mensageiros químicos, conheci- 


dos como hormônios e também como receptores para esses 
hormônios. Elas atuam no transporte e armazenamento de 
substâncias importantes biologicamente, como íons metá- 
licos, 0 2 , glicose, lipídeos e muitas outras moléculas. Sob a 
forma de fibras musculares e outras organizações contrateis, 
as proteínas geram o movimento mecânico coordenado de 
inúmeros processos biológicos, como, por exemplo, a separa- 
ção dos cromossomos durante a divisão celular e o movimen- 
to de seus olhos à medida que esta página é lida. Proteínas, 
como a rodopsina da retina do olho, adquirem informação 
sensorial que é processada pelas ações de proteínas de célu- 
las nervosas. As proteínas do sistema imune, como as imuno- 
globulinas, formam um sistema biológico de defesa essencial 
em animais superiores. Proteínas são elementos ativos fun- 
damentais tanto na expressão da informação genética como 
também na expressão desta informação. Contudo, as proteí- 
nas também têm funções passivas importantes, como é o caso 
do colágeno, que dá a força tênsil característica dos ossos, 
tendões e ligamentos. Sem dúvida, há fundamento no velho 
chavão que diz que as proteínas são os “blocos construtores” 
da vida. 

A função do DNA como arquivo genético e a associação 
de RNA à síntese proteica são conhecidos desde a metade do 
século XX. No entanto, foi somente na década de 1970 que 
ficou claro que o RNA pode formar estruturas cuja comple- 
xidade alcança a das proteínas e foi somente na década de 
1980 que se demonstrou que o RNA possui funções catalíti- 
cas biologicamente importantes. 

A função das proteínas e dos ácidos nucleicos pode ser 
melhor compreendida considerando-se suas estruturas, isto 
é, as relações tridimensionais entre os átomos que os com- 
põem. As descrições estruturais de proteínas e ácidos nuclei- 
cos, bem como as de outros materiais poliméricos, têm sido 
tradicionalmente descritas em termos de quatro níveis de or- 
ganização (Fig. 7.1): 

L Estrutura primária, para uma proteína, é a sequência de 
aminoácidos de sua(s) cadeia(s) polipeptídica(s) e, para um 
ácido nucleico, é a sequência de bases. 

2. Estrutura secundária é o arranjo espacial local do esque- 
leto de um polipeptídeo ou de um ácido nucleico, sem consi- 
derar as conformações de suas cadeias laterais ou bases. 

3. Estrutura terciária refere-se à estrutura tridimensional 
de uma cadeia polipeptídica ou polinucleotídica inteira. A 
distinção entre estruturas secundária e terciária é, necessa- 
riamente, um pouco vaga; na prática, o termo “estrutura se- 
cundária” alude a entidades estruturais facilmente caracteri- 
zadas, como hélices. 
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(a) - Lys - Ala - His - Gly - Lys - Lys - Vai - Leu - Gly - Ala - 

Estrutura primária (sequência de aminoácidos em uma cadeia polípeptídíca) 



Estrutura 

secundária 



Estrutura terciária: 

uma cadeia proteica completa 

(cadeia /3 da hemoglobina) 



Estrutura quaternária: 
as quatro cadeias distintas © 
da hemoglobina organizam-se 
em uma proteína oligomérica 


(hélice) 


FIGURA 7.1 Hierarquia estrutural nas proteínas, (a) Estrutura primária, (6) estrutura secundária, (c) estrutura terciária, (d) es- 
trutura quaternária. (Ilustração, Irving Geis. Imagem da coleção Irving Geis, Howard Hughes Medicai Institute, EUA. Impressa 
com permissão.) 


4. A maioria das proteínas é composta por duas ou mais ca- 
deias polipeptídicas, referidas vagamente como subunidades, 
que se associam por meio de interações não covalentes e, em 
alguns casos, por ligações dissulfeto. A estrutura quaternária 
de uma proteína refere-se ao arranjo espacial de suas subuni- 
dades. A estrutura quaternária de um ácido nucleico é defi- 
nida do mesmo modo. 

Neste capítulo, serão discutidas as estruturas primárias 
de proteínas e ácidos nucleicos: como elas são elucidadas e o 
significado biológico e evolucionário que possuem. T ambém 
serão examinados a área de bioinformática e os métodos de 
síntese química de cadeias polipeptídicas e oligonucleotí- 
dicas. As estruturas secundária, terciária e quaternária das 
proteínas e dos ácidos nucleicos, como será visto, são conse- 
quência de suas estruturas primárias. Para proteínas, esses 
tópicos serão tratados nos Capítulos 8 e 9, enquanto para áci- 
dos nucleicos, serão discutidos principalmente nos Capítulos 
29, 31 e 32. 

1 DETERMINAÇÃO DA ESTRUTURA 

PRIMÁRIA DE PROTEÍNAS 

él Ver Exploração guiada 4: determinação da sequência de proteínas 

A primeira determinação da sequência completa de aminoá- 
cidos de uma proteína, a do hormônio polipeptídico insulina 
bovina, feita por Frederick Sanger, em 1953, teve um signi- 
ficado bioquímico muito grande, pois estabeleceu definitiva- 
mente que proteínas têm estruturas covalentes únicas. Desde 
então, sequências de aminoácidos de dezenas de milhares de 
proteínas foram elucidadas. Essa extensa informação tem 


sido fundamental na formulação de conceitos bioquímicos 
modernos, por várias razões: 

1. O conhecimento da sequência de aminoácidos de uma 
proteína é essencial para a compreensão do seu mecanismo 
molecular de ação e é também um pré-requisito para a eluci- 
dação da sua estrutura tridimensional tanto por cristalografia 
por raios X como por espectroscopia por ressonância magné- 
tica (RM) (Seção 8. 3 A). 

2. Comparações de sequências entre proteínas análogas do 
mesmo indivíduo, de membros da mesma espécie e de mem- 
bros de espécies relacionadas têm fornecido noções impor- 
tantes sobre o funcionamento das proteínas e têm indicado 
as relações evolutivas entre as proteínas e os organismos que 
as produzem. Essas anáüses, como será visto na Seção 7.3, 
complementam e ampliam os estudos taxonomé tricôs corres- 
pondentes com base em comparações anatômicas. 

3. Análises de sequências de aminoácidos têm aplicações 
clínicas importantes, porque muitas doenças hereditárias são 
resultado de mutações que causam alterações em aminoáci- 
dos de uma proteína. O reconhecimento desse fato levou ao 
desenvolvimento de testes diagnósticos valiosos para muitas 
dessas doenças e, em muitos casos, à terapia para alívio dos 
sintomas. 

A elucidação dos 51 resíduos da estrutura primária da in- 
sulina (Fig. 7.2) foi o resultado do trabalho de muitos cientis- 
tas, ao longo de uma década, que utilizaram, no total, ~ 100 g 
de proteína. Os processos de determinação da estrutura 
primária têm sido, desde então, refinados e automatizados, 
de tal modo que proteínas de tamanho semelhante podem 
ser sequenciadas por um técnico experiente em poucos dias, 
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Cadeia A 

Gly — lie — Vai — Glu — Gin ~ Gys — Cy a ~ Alá — Ser — Vai - Cys — Ser “ Leu — Tyr — Gin — Leu — Glu — Atsu — Tyr “Cys — Asn 

5 I 10 15 I 21 




Cadeia B 




Phe — Vai — Asn — Gin — His — Leu — Cya — Gly — Ser ™Hía — Leu — Vai — Glu — Ala ” Leu ~ Tyr — Leu — Vai ^Cys — Gly = Glu — Arg — Gly — Phe — Phe — Tyr — Thr ~ Pro — Lya — Ala 

5 10 15 'SÓ 25 30 


FIGURA 7.2 Estrutura primária da insulina bovina. Observe as ligações por ligação dissulfeto intra e intercadeias. 


usando somente alguns microgramas de proteína. O sequen- 
ciamento da (3-galactosidase, uma enzima de 1.021 resíduos, 
realizado em 1978, indicou que a análise da sequência de 
praticamente qualquer proteína poderia ser tentada. Apesar 
desses avanços técnicos, o processo básico para a determina- 
ção da estrutura primária usando as técnicas de química de 
proteínas é o mesmo desenvolvido por Sanger. O processo 
consiste em três partes conceituais, cada uma necessitando 
de várias etapas laboratoriais: 

1. Preparar a proteína para sequenriamento: 

a. Determinar o número de cadeias polipeptídicas (su- 
bunidades) quimicamente diferentes na proteína. 

b. Hidrolisar as ligações dissulfeto da proteína. 

c. Separar e purificar as subunidades. 

2. Sequenciar as cadeias polipeptídicas: 

a. Fragmentar cada subunidade em pontos específicos 
para produzir peptídeos suficientemente pequenos 
para serem sequenciados diretamente. 

b. Separar e purificar os fragmentos. 

c. Determinar a sequência de aminoácidos de cada 
fragmento peptídico. 

d. Repetir a Etapa 2a com um processo de fragmen- 
tação de especificidade diferente, de modo que a 
subunidade seja hidrolisada em ligações peptídicas 
diferentes das anteriores. Separar esses fragmentos 
peptídicos como na Etapa 2b e determinar as sequên- 
cias de aminoácidos como na Etapa 2c. 

3. Organizar a estrutura completa: 

a. Verificar as sequências entre os pontos de clivagem 
dos dois conjuntos de fragmentos polipeptídicos. Por 
meio de comparação, as sequências desses conjuntos 
de polipeptídeos podem ser organizadas na ordem 
em que elas ocorrem na subunidade, estabelecendo 
então a sequência de aminoácidos. 

b. Elucidar as posições das ligações dissulfeto, se existi- 
rem, entre e dentro das subunidades. 

Essas várias etapas serão discutidas nas seções seguintes. 

A. Análise do grupo terminal: quantos 
tipos diferentes de subunidades? 

Cada cadeia polipeptídica (se ela não for bloqueada quimi- 
camente nem for circular) possui um resíduo aminoterminal 
(N-terminal) e um resíduo carboxiterminal (C- terminal). Ao 
se identificarem esses grupos terminais, estabelece-se o nú- 
mero de polipeptídeos quimicamente distintos de uma pro- 
teína. Por exemplo, a insulina possui quantidades iguais dos 
resíduos amino terminais Phe e Gly, o que indica que ela pos- 
sui o mesmo número de duas cadeias polipeptídicas distintas. 


a. identificação da extremidade aminoterminal 

Existem muitos métodos eficientes pelos quais o resíduo 
aminoterminal de um polipeptídeo pode ser identificado. 
O cloreto de l-dimetilamiuo-naftaleno-5-sulfouil (cloreto 
de dansila) reage com aminas primárias (incluindo o grupo 
e- amino da Lys) produzindo polipeptídeos dansilados (Fig. 
7.3). A hidrólise ácida libera o resíduo aminoterminal sob 
a forma de ácido dansilamino, que possui uma fluorescên- 
cia amarela tão intensa que pode ser identificado cromato- 
graficamente a partir de uma quantidade de material tão 
pequena quanto 100 picomóis (1 picomol [pmol] = 10 " 
mol). No método mais útil de identificação do resíduo ami- 
noterminal, a degradação de Edman (assim denominado 
devido ao seu inventor, Pehr Edman), o fenilisotiociana- 
to (PITC, do inglês: phenylisothiocy anate, o reagente de 
Edman) reage com os grupos aminoterminais de proteínas 
sob condições levemente alcalinas para formar o aduto 
feniltiocarbamil (PTC, de phenylthiocarbamyl ) (Fig. 7.4). 
Esse produto é tratado com um ácido forte anidro, como 
o ácido trifluoroacético, que cliva o resíduo aminoterminal 
liberando o derivado tiazolinona, mas não hidrolisa outras 
ligações peptídicas. A degradação de Edman, portanto, li- 
bera o resíduo aminoterminal mas deixa intacto o resto da 
cadeia polipeptídica. O tiazolinona-aminoácido é extraído 
seletivamente por um solvente orgânico e é convertido ao 
derivado mais estável feniltioidantoína (PTH, do inglês: 
phenylthiohydantoin ) por tratamento com ácido diluído. 
Esse PTH-aminoácido é comumente identificado compa- 
rando-se seu tempo de retenção em HPLC com aqueles de 
PTH-aminoácidos conhecidos. 

A diferença mais importante entre a degradação de 
Edman e outros métodos de identificação do resíduo ami- 
noterminal é que se pode determinar a sequência de ami- 
noácidos de uma cadeia polipeptídica a partir da sua porção 
aminoterminal ao se submeter o polipeptídeo a ciclos repeti- 
dos da degradação de Edman e, após cada ciclo, identificar o 
PTH-aminoácido recém-liberado. Essa técnica foi automati- 
zada, resultando em grande economia de tempo e material 
(Seção 7.1F). 

b. identificação da extremidade carboxiterminal 

Não existe nenhum outro procedimento químico com con- 
fiança comparável à degradação de Edman para a análise 
sequencial do grupo terminal a partir da extremidade car- 
boxiterminal de um polipeptídeo. No entanto, isto pode ser 
feito de forma enzimática usando-se exopeptidases (enzi- 
mas que clivam o resíduo terminal de um polipeptídeo). 
Uma classe de exopeptidases, a classe das carboxipeptida- 
ses, catalisa a hidrólise dos resíduos carboxiterminais de 
polipeptídeos. 
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FIGURA 7.3 A reação de cloreto de dansila na análise de grupos terminais. 


As carboxipeptidases, assim como todas as enzimas, são 
altamente específicas (seletivas) para a identidade química 
das substâncias cujas reações elas catalisam (Seção 13.2). 
As especificidades para a cadeia lateral das várias carboxi- 
peptidases de uso rotineiro estão listadas na Tabela 7.1. O 
segundo tipo de exopeptidases listado na Tabela 7.1, as ami- 
nopeptidases, cliva aminoácidos sequencialmente a partir 
da extremidade amino terminal de um polipeptídeo, e elas 
também têm sido usadas para se determinarem sequências 
aminoterminais. 

Por que as carboxipeptidases não podem ser usadas 
para se determinar sequências de aminoácidos? Se uma 
carboxipeptidase hidrolisasse todos os resíduos carboxi- 
terminais na mesma velocidade, independentemente da 
identidade deles, então, ao se acompanhar a curva de sur- 
gimento dos vários aminoácidos livres na mistura da reação 
(Fig. 7.5a), a sequência dos vários aminoácidos na porção 
carboxiterminal poderia ser determinada. Se, contudo, o se- 
gundo resíduo de aminoácido, por exemplo, fosse clivado 
a uma velocidade muito maior do que o primeiro, os dois 
aminoácidos apareceriam como se tivessem sido liberados 
simultaneamente (Fig. 7.5b). As carboxipeptidases, na ver- 
dade, exibem seletividade pelas cadeias laterais, e seu uso, 
tanto isoladamente como em misturas, raramente revela a 


ordem de mais do que poucos dos primeiros resíduos carbo- 
xiterminais de um polipeptídeo. 

Resíduos carboxiterminais precedidos por um resíduo de 
Pro não são suscetíveis à clivagem pelas carboxipeptidases A 
e B (Tabela 7.1). Nesse caso, métodos químicos são normal- 
mente empregados para identificar o resíduo carboxitermi- 
nal. Pelo método químico mais eficaz, hidrazinólise, o poli- 
peptídeo é tratado com hidrazina anidra a 90°C por 20 a 100 
horas na presença de uma resina de troca iônica levemente 
ácida (que atua como um catalisador): 
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FIGURA 7.4 A degradação de Edman. Observe que a reação ocorre em três es- 
tágios separados, cada um requerendo condições bastante diferentes. Resíduos de 
aminoácidos podem, portanto, ser removidos sequencialmente a partir da extre- 
midade aminoterminal de um polipeptídeo por etapas controladas. 

ijfts Ver Figuras animadas 



PTH-aminoácido 


FIGURA 7.5 Velocidade hipotética da liberação, catalisada 
por carboxipeptidase, de aminoácidos de peptídeos que pos- 
suem as sequências carboxiterminais indicadas, (a) Todas as 
ligações clivadas na mesma velocidade, (b) A Ser é removida 
rapidamente, a Tyr é removida lentamente e a Leu é hidrolisa- 
da em uma velocidade intermediária. 
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TABELA 7.1 Especificidades de várias exopeptidases 

Enzima Fonte 

Especificidade* 

Carboxipeptidase A 

Pâncreas bovino 

R„ # Arg, Lys, Pro; R„_j + Pro 

Carboxipeptidase B 

Pâncreas bovino 

R* * Arg, Lys; R„_! # Pro 

Carboxipeptidase C 

Folhas de citrus 

Qualquer resíduo C-terminal livre; pH ótimo = 3,5 

Carboxipeptidase Y 

Levedura 

Qualquer resíduo C-terminal livre, mas lenta com R ; — Gly 

Leucina-aminopeptidase 

Rim suíno 

Rj # Pro 

Aminopeptidase M 

Rim suíno 

Qualquer resíduo N-terminal livre 


*R — resíduo N-terminal; R„ = resíduo C- terminal. 


♦ T* 

H 3 N— CH 



Rft-i o R» 

— NH— CH— C— NH CH— COO 

Polipeptídeo 

+ 


nh 2 nil 

Hidrazina 


Resina de troca iônica 
ácida catalítica 



R. 


-f 


H 3 N 


— CH— 


O 

lí 

C — NH — NH 3 -1 


+ 

R*-i II 

■ • • + H 3 N — CH — C — NH — NH 2 -!■ 


Hidrazidas 
am I no aciladas 


líticos (que hidrolisam proteínas) usados nas determinações 
da estrutura primária (Seção 7.1D). 

As localizações das ligações dissulfeto são determinadas na 
última etapa da análise da sequência (Seção 7.1H). 

Ligações dissulfeto são frequentemente rompidas ao se- 
rem reduzidas por tratamento com compostos que contém 
sulfidrila, como 2-mercaptoetanol: 

O 

II 

NH— CH — C 

i 

CH 2 

s 

I + 2 HSCH 2 CH 2 OH 

S 

I 

CH, O 

í II 

NH — CH — C— 

Cisteína 2-Mercaptoetanol 


+ 


HaN— CH— COO - 

Aminoácido liberado 

Por consequência, todas as ligações peptídicas são clivadas, 
fornecendo hidrazidas aminoaciladas de todos os resíduos de 
aminoácidos, exceto do resíduo C-terminal, o qua! é liberado 
como aminoácido livre, podendo portanto ser identificado 
por cromatografia. Infelizmente, a hidrazinólise está sujei- 
ta a um grande número de reações paralelas, o que limitou 
sua aplicação quase somente para polipeptídeos resistentes 
a carboxipeptidases. 



O 

II 


— NH 

— CH- 

- c — ■•* 


çh 2 



SH 



+ 

SCH 2 CH 2 OH 
+ 1 2 2 


SH 

1 

CH 2 

1 

— CH — 

SCH 2 CH 2 OH 


0 

— NH 

-c — * * * 


B. Clivagem de ligações dissulfeto 

A etapa seguinte na análise de sequência é a clivagem das li- 
gações dissulfeto entre resíduos de Cys. Isso é feito por duas 
razões: 

1. Permitir a separação de cadeias polipeptídicas (no caso 
de elas serem ligadas por dissulfeto). 

2. Evitar que a conformação nativa da proteína, estabiliza- 
da por ligações dissulfeto, obstrua a ação dos agentes proteo- 


Cisteína 

Para expor todos os grupos dissulfeto ao agente redutor, a 
reação é normalmente realizada sob condições desnaturan- 
tes para a proteína. Os grupos sulfidrilas livres resultantes 
são alquilados, normalmente por tratamento com ácido iodo- 
acético, para prevenir que, por oxidação com 0 2 , as ligações 
dissulfeto formem-se novamente. Derivados ^-alquilados são 
estáveis tanto no ar como nas condições usadas na hidrólise 
subsequente das ligações peptídicas. 
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Cys — CH 2 — SH + ICH 2 COO 

Cisteína Iodoacetato 

Cys— CH 2 — S — CH 2 COO + Hl 

S-Carboximetilcisteína 


C. Separação, purificação e caracterização 
das cadeias polipeptídicas 

Os polipeptídeos não idênticos de uma proteína devem ser 
separados e purificados na etapa de preparação da proteína 
para a determinação da sequência de seus aminoácidos. A 
dissociação das subunidades, bem como a desnaturação, 
ocorre sob condições ácidas ou básicas, em baixas concentra- 
ções de sal, em temperaturas elevadas ou pelo uso de agen- 
tes desnaturantes, como ureia, íon guanidina (Seção 5.5G) 
ou detergentes como o dodecil sulfato de sódio (SDS; Seção 
6.4C). As subunidades dissociadas podem então ser separa- 
das por métodos, descritos no Capítulo 6, que se aproveitam 
de pequenas diferenças no tamanho e na polaridade dos po- 
lipeptídeos. Cromatografias de troca iônica e de gel filtração, 
normalmente em HPLC (Seção 6.3Dg), são os métodos usa- 
dos com mais frequência. 

Obviamente, é desej ável saber o número de resíduos no 
polipeptídeo a ser sequenciado, o que pode ser estimado a 
partir de sua massa molecular (-“110 D/resíduo). A massa 
molecular pode ser medida com uma precisão não maior do 
que 5 a 10% por meio das técnicas laboratoriais mais tradi- 
cionais de gel filtração e SDS -PAGE (Seções 6.3 Ba e 6.4C). 
Nos últimos anos, no entanto, a espectrometria de massa 


(Seção 7.11) tem fornecido uma maneira mais rápida e mui- 
to mais acurada para a determinação da massa molecular de 
macromoléculas. A espectrometria de massa pode determi- 
nar a massa molecular de quantidades picomolares de poli- 
peptídeos >100 kDa com precisão de -“0,01%. 

D. Reações específicas de hidrólise de peptídeos 

Polipeptídeos mais longos que 40 a 100 resíduos não podem 
ser sequenciados diretamente ( Seção 7.1 F). Polipeptídeos 
mais longos devem, portanto, ser clivados, de forma enzi- 
mática ou química, em fragmentos suficientemente pequenos 
para serem sequenciados (os polipeptídeos produzidos por 

E. coli e humanos variam muito em tamanho, com uma mé- 
dia de -“320 e -“470 resíduos, respectivamente). Em ambos 
os casos, o processo de clivagem deve ser completo e alta- 
mente específico, de modo que as sequências parciais dos 
fragmentos peptídicos de uma subunidade, quando orde- 
nadas corretamente, correspondam àquela da subunidade 
intacta. 

a. A tripsina hidrolisa especificamente ligações peptfdícas 
após resíduos carregados positlvamente 
As endopeptidases (enzimas que catalizam a hidrólise de 
ligações peptídicas internas), assim como as exopeptida- 
ses, exigem determinadas cadeias laterais nos resíduos que 
flanqueiam a ligação peptídica suscetível de hidrólise. As 
especificidades de cadeias laterais das endopeptidases mais 
comumente usadas para fragmentar polipeptídeos estão 
listadas na Tabela 7.2. A enzima digestiva tripsina possui 
a maior especificidade, sendo portanto o membro mais va- 
lioso do arsenal de peptidases usadas para fragmentar po- 
lipeptídeos. Ela cliva ligações peptídicas no lado carbóxi 


TABELA, 7.2 Especificidades de várias endopeptidases 

Enzima Fonte Especificidade 


K i o 


K o 


— NH— CH— C 


NH— CH— C 


t 


Ligação peptídica 
suscetível 


Comentários 


Tripsina 

Quimotripsina 


Elastase 

Termolisina 

Pepsina 

Endopeptidase Arg-C 
Endopeptidase Asp-N 
Endopeptidase Glu-C 
Endopeptidase Lys-C 


Pâncreas bovino 
Pâncreas bovino 


Pâncreas bovino 
Bacillus thermoproteolyticus 

Mucosa gástrica bovina 

Glândula submaxilar murina 
Pseudomonas fragi 
Staphylococcus aureus 
Lysobacter enzymogenes 


R,,_! = resíduos carregados positiva- 
mente: Arg, Lys; R rJ # Pro 

R,_, = resíduos hidrofóbicos 
volumosos: Phe, Trp, Tyr; 

R H 4 Pro 

K- . = resíduos neutros pequenos: 
Ala, Gly, Ser, Vai; R rt 4 Pro 

R n = Ile, Met, Phe, Trp, Tyr, Vai; 

Rfl-i * Pro 

R rj = Leu, Phe, Trp, Tyr; R n l + Pro 

K.-i = Ar g 
K = Asp 
R n _! = Glu 

Ki = Ly s 


Altamente específica 

Hidrolisa mais lentamente quando 
R„_] = Asn, His, Met, Leu 


Ocasionalmente hidrolisa em R„ = 
Ala, Asp, His, Thr; termoestável 

Também outros; bastante inespecífi- 
ca; pH ótimo = 2 

Pode hidrolisar em R M _, = Lys 

Pode hidrolisar em R n = Glu 

Pode hidrolisar em R n _ 1 = Gly 

Pode hidrolisar em R rl _ 1 = Asn 
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(em direção à extremidade carboxiterminal) dos resíduos 
carregados positivamente Arg e Lys, desde que o próximo 
resíduo não seja Pro: 


NHá 


Lys 


CH, (ou Arg) 

t 

ch 2 


ch 2 

çh 2 

— NH — CH- 


O 

II 

c 


HoO 


nh 3 

ch 2 

I 

cn, 

i 

CH, 

I 

çh 2 


o 


R 


O 


NH— CH— C— 


Qualquer resíduo de 
aminoácido que não Pro 


R 


+ 


NH CH — C O" + HoN— CH 


O 

II 

C 


S:' 


CH, 


CH, 


— NH -CH 




C = N 

CBr 

Brometo de 
q cianogênio 


C 

NH — CH — C 
R O 

Br” 


CH, 




S — C = N 



/CH 

> Tripsina 

ÇHT 

T 

NH — CH ) 




O 


NH— CH — C 

I II 

R O 


CH, 


Metil- 


S — C — N -tiocianato 


As outras endopeptidases listadas na Tabela 7.2 exibem 
especificidades mais amplas para a cadeia lateral do que a 
tripsina, frequentemente produzindo uma série de fragmen- 
tos peptídicos com sequências sobrepostas. Contudo, por 
meio de proteólise limitada, isto é, ajustando-se as condições 
e limitando-se o tempo da reação, essas peptidases menos es- 
pecíficas podem produzir fragmentos peptídicos úteis. Isso 
porque a complexa estrutura nativa de uma proteína (subu- 
nidade) esconde muitas ligações peptídicas que, se expostas 
na superfície da molécula da proteína, seriam suscetíveis 
à hidrólise enzimãtica. Em condições e tempos de reação 
apropriados, apenas aquelas ligações peptídicas na proteína 
nativa que são inicialmente acessíveis à peptidase serão hi- 
drolisadas. Proteólise limitada é frequentemente empregada 
na geração de fragmentos peptídicos de tamanho adequado 
provenientes de subunidades que tenham muitos ou muito 
poucos resíduos de Arg e Lys para serem hidrolisadas por 
tripsina (embora, no caso de existirem muitos resíduos, pro- 
teólise limitada com tripsina também pode fornecer frag- 
mentos adequados). 

b. 0 brometo de cianogênio cliva especificamente 
ligações peptídicas depois de resíduos de Met 

Vários reagentes químicos promovem a clivagem de ligações 
peptídicas em resíduos específicos. O mais útil desses, o bro- 
meto de cianogênio (CNBr), promove a clivagem específica 
e quantitativa de resíduos de Met no lado carboxiterminal, 
formando uma peptidil-homosserina-lactona: 


NH — C- 
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_^CHo 

x o 
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II 
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h 2 o-^ 


CH — C 
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O 


Peptidil- 
-hom o s serina- 
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— NH — 


CH 

C 
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CH, 


2 O 
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O 
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Peptídeo 
aminoacilado 


H,N— CH — C 
R O 


A reação é realizada em solvente ácido (0,1 M HC1 ou ácido 
fórmico a 70%), que desnatura a maioria das proteínas, e assim 
a clivagem ocorre normalmente em todos os resíduos de Met. 

O fragmento peptídico gerado por um processo de cliva- 
gem específica pode ser ainda muito longo para ser sequen- 
ciado. Nesse caso, após sua purificação, o fragmento pode ser 
submetido a uma segunda rodada de fragmentação usando 
um outro processo de clivagem. 
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E. Separação e purificação dos fragmentos peptídicos 

Novamente é necessário empregar técnicas de separação, 
desta vez para isolar os fragmentos peptídicos obtidos nas 
operações de clivagem específica, para então determinar a 
sequência. Os resíduos apoiares dos fragmentos peptídicos 
não estão excluídos do ambiente aquoso como quando eles 
estão na proteína nativa (Capítulo 8). Por consequência, 
muitos fragmentos peptídicos agregam, precipitam e/ou ad- 
sorvem fortemente a materiais cromatográficos, o que pode 
resultar em perdas de peptídeos inaceitáveis. Até por volta 
de 1980, o desenvolvimento, por tentativa e erro, de métodos 
que conseguissem separar satisfatoriamente uma mistura de 
fragmentos peptídicos constituía-se no principal desafio téc- 
nico na determinação da sequência de uma proteína, sendo 
também a etapa mais demorada. Esses métodos envolveram 
o uso de agentes desnaturantes, como ureia e SDS, para so- 
lubilizar os fragmentos peptídicos, e a seleção de materiais 
e condições cromatográficas que reduzissem as perdas por 
adsorção. O advento da cromatografia de fase reversa em 
HPLC (Seção 6.3Dh), porém, tornou a separação de frag- 
mentos peptídicos um procedimento rotineiro. 

F. Determinação da sequência 

Assim que fragmentos peptídicos de tamanho manejável, 
gerados por reações de clivagem específica, tenham sido 
isolados, suas sequências de amino ácidos podem ser deter- 
minadas. Isso é feito por ciclos repetidos da degradação de 
Edman (Seção 7.1Aa). Um instrumento automatizado para 
fazer isso foi desenvolvido pela primeira vez por Edman e 
Geoffrey Begg. Em sequenciadores modernos, a amostra de 
peptídeo é adsorvida em uma membrana de üuoreto de poli- 
vinilideno (PVDF, de polyvinylidene fluoride ) ou seca sobre 
um papel de fibra de vidro impregnado com polibreno (um 
sal de amónio quaternário polimérico). Em ambos os casos, 
o peptídeo está imobilizado, mas fica prontamente acessível 
aos reagentes de Edman. Quantidades de reagentes acura- 
damente medidas, sej a em solução ou como vapor em uma 
corrente de argônio (que minimiza a perda de peptídeo), são 
então adicionadas à célula da reação em intervalos progra- 
mados. Os tiazolinona- aminoácidos são automaticamente re- 


movidos, convertidos aos PTH-aminoácidos corresponden- 
tes (Fig. 7.4) e identificados por HPLC. Tais instrumentos 
podem processar até um resíduo por hora. 

Geralmente, entre 40 a 60 resíduos aminoterminais de 
um peptídeo podem ser identificados (100 ou mais usando 
os sistemas mais avançados ) antes que os efeitos cumulativos 
de reações incompletas, reações paralelas e perda de peptídeo 
tornem duvidosa a identificação dos demais aminoácidos. 
Menos de 0,1 pmol de um PTH-aminoácido pode ser confia- 
velmente identificado por sistemas de fase reversa nos equi- 
pamentos de HPLC equipados com detector de UV usados 
nos sequenciadores mais avançados. Como consequência, 5 a 
25 resíduos aminoterminais de um peptídeo podem, respec- 
tivamente, ser determinados com tão pouco quanto 1 a 10 
pmóis do peptídeo, quantidade infimamente pequena. 

G. Ordenamento de fragmentos peptídicos 

Com os fragmentos peptídicos individualmente sequencia- 
dos, o que resta é elucidar a ordem na qual eles estão conec- 
tados no polipeptídeo original. Faz-se isso comparando-se 
as sequências de aminoácidos de um conjunto de fragmentos 
peptídicos com aquelas de um segundo conjunto cujos sítios 
de clivagem específica sobrepõem-se aos do primeiro conjun- 
to (Fig. 7.6). Os segmentos peptídicos sobrepostos devem ser 
longos o suficiente para se identificar inequivocamente cada 
um dos sítios de clivagem, mas como existem 20 possibilida- 
des para cada resíduo de aminoácido, a sobreposição de ape- 
nas alguns poucos resíduos é normalmente suficiente. 


H. Determinação das posições das ligações dissulfeto 

A etapa final na análise da sequência de aminoácido consis- 
te na determinação das posições das ligações dissulfeto (se 
existirem). Isso é feito clivando-se uma amostra da proteína 
nativa sob condições que deixam intactas as ligações dissulfe- 
to. Os fragmentos peptídicos resultantes são então separados 
por fase reversa em HPLC. Os fragmentos peptídicos liga- 
dos por ligações dissulfeto são facilmente identificados, pois, 
para cada ligação, dois dos fragmentos peptídicos originais 
serão substituídos por um maior ligado por ligação dissulfe- 


Fragmentos obtidos 
por CNBr 


CNBr 
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Phe — Trp — Met — Gly — Ala 


Fragmentos obtidos 
por tripsina 
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Tripsina 





CNBr 
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Pro— I 


sp — Gly — 
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FIGURA 7 6 A sequência de aminoácidos de uma cadeia polipeptídica é determinada pela comparação das sequências de dois 
conjuntos de fragmentos peptídicos mutuamente sobrepostos. Neste exemplo, os dois conjuntos de fragmentos peptídicos são 
gerados pela clivagem do polipeptídeo após todos resíduos Arg e Lys com tripsina e, em uma reação separada, após todos resíduos 
Met por tratamento com brometo de danogênio. A ordem dos dois primeiros peptídeos obtidos por tripsina é estabelecida, por 
exemplo, pela observação de que o peptídeo Gly-Ala-Lys-Leu-Pro- Met, gerado por brometo de cianogênio, tem suas sequências 
N- e C-terminais em comum com as extremidades C- e N-terminais, respectivamente, dos dois peptídeos gerados por tripsina. Des- 
sa maneira, a ordem dos fragmentos peptídicos na cadeia polipeptídica original é determinada. Ver Figuras animadas 
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to. Os fragmentos ligados por ligações dissulfeto são então 
submetidos à degradação de Edman. Embora tais fragmen- 
tos forneçam dois PTH-aminoácidos em cada ciclo desse pro- 
cesso (pelo menos no início), as localizações das ligações na 
sequência predeterminada de aminoácidos da proteína são 
prontamente presumidas, estabelecendo assim as posições 
das ligações dissulfeto. 

I. Caracterização e sequenciamento de peptídeos 
por espectrometria de massa 

A espectrometria de massa (EM, MS em inglês) surgiu 
como uma técnica importante na caracterização e no se- 
quenciamento de polipeptídeos. A EM mede acuradamente 
a relação massa/carga (m/z) de íons em fase gasosa (em que 
m é a massa do íon ezéa sua carga). Apesar disso, até 
1985, macromoléculas como proteínas e ácidos nucleicos 
não podiam ser analisadas por EM. Isso porque o método 
pelo qual os espectrômetros de massa produziam íons em 
fase gasosa destruía as macromoléculas: vaporização por ca- 
lor seguida da ionização via bombardeamento com elétrons. 
Contudo, o desenvolvimento de duas técnicas eliminou esse 
obstáculo: 

1. Ionização de eletrospray (IES; Fig. 1.1 d), uma técnica 
usada pela primeira vez por John Fenn, na qual a solução de 
uma macromolécula, como um peptídeo, é pulverizada a par- 
tir de um capilar estreito mantido sob alta voltagem (—4.000 
V), formando gotículas altamente carregadas e das quais o 


solvente evapora rapidamente. Isso fornece uma série de 
íons macromoleculares em fase gasosa que possuem, carac- 
teristicamente, cargas iônicas na faixa de +0,5 a +2 por qui- 
lodalton. Para polipeptídeos, as cargas iônicas resultam da 
protonação de cadeias laterais básicas como Lys e Arg (íons 
[M + nH]" + ). 

2. Dessorção e ionização a laser auxiliada por matriz 
(MALDI, de matrix-assisted laser desorption/ionization\ Fig. 
1.1b), na qual a macromolécula é embebida em uma matriz 
cristalina de uma molécula orgânica de baixa massa molecu- 
lar (normalmente preparada pela secagem de uma gotícula 
de solução contendo a macromolécula e um grande excesso 
de moléculas orgânicas) e irradiada com pulsos intensos e 
curtos (de nanossegundos) de luz laser em um comprimen- 
to de onda absorvido pelo material da matriz, mas não pela 
macromolécula. A energia absorvida pela matriz ejeta da 
sua superfície a macromolécula intacta para a fase gasosa, 
normalmente com uma carga de +1, mas, para moléculas 
maiores, ocasionalmente com cargas de +2, +3, etc. Para po- 
lipeptídeos, o ácido gentísico (ácido 2,5-di-hidroxibenzoico) 
é uma das poucas substâncias que possui propriedades satis- 
fatórias como matriz. Pelo uso de MALDI, polipeptídeos > 
300 kDa foram caracterizados. 

Nessas duas técnicas, os íons macromoleculares estão 
em fase gasosa e são direcionados ao espectrômetro de 
massa, que mede os valores m/z com precisão maior do que 
0,01%. Consequentemente, se o valor z de um íon pode ser 
determinado, sua massa molecular pode ser determinada 


(a) Ionização de eletrospray (IES) 
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(b) Dessorção e ionização a laser assistida por matriz (MALDI) 
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FIGURA 7.7 Geração dos íons em fase gasosa necessária para a análise de proteínas por espectrometria de massa, (a) Ionização 
de eletrospray (IES) e ( b ) dessorção e ionização a laser assistida por matriz (MALDI). Na IES, um feixe de N 2 seco ou de algum 
outro gás é usado para promover a evaporação do solvente das gotículas. (Segundo Fitzgerald, M.C, e Siuzdak, G., Chem. Biol. 3, 
708 [1996].) 
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FIGUR; 7.8 Espectro de EM-IES da proteína apomioglobina, de 16.951 D, de coração de cavalo. As razões m/z medidas e as 
cargas inferidas para a maioria dos picos estão indicadas. Observe a distribuição gaussiana dos picos, típica de espectro de EM-IES. 
Todos os picos possuem ombros, porque os elementos componentes dos polipeptídeos contêm pequenas quantidades de isótopos 
pesados misturadas (p. ex., na natureza o carbono abundante é constituído de 98,9% de C e 1,1% de C, e o enxofre abundante é 
constituído de 0,8% de j3 S, 4,2% de ' 4 S e 95,0% de 32 S). (Segundo Yates, J.R. , Methods Enzymol. 271, 353 [1996].) 


com uma precisão muito maior do que a obtida por qualquer 
outro método. Por exemplo, a Fig. 7.8 mostra o espectro de 
massa com base em IES (EM-IES) da proteína mioglobina, 
de 16.951 D. Deve-se observar que os picos sucessivos nes- 
se espectro diferem por uma única carga iônica, com o pico 
mais à direita correspondendo a um íon (M + 9H) g . Como 
consequência, para o espectro de massa de uma macromo- 
lécula de massa molecular M apresentando dois picos adja- 
centes com valores m/z de p 1 e p z , provenientes de íons com 
cargas z 1 ez 1 - 1, 

M + z 1 

P i = 

[7.1] 

e 

M + zi~ 1 

Pi = — i 1 — 

Z 1 ~ 1 [7.2] 

Essas duas equações lineares podem ser então prontamente 
resolvidas para as duas variáveis desconhecidas, M e z v 
Uma vez que os espectrômetros de massa limitam-se a 
detectar íons com valores m/z menores que alguns milhares, 
o uso de EM-IES tem a vantagem de que as altas cargas iô- 
nicas dos íons produzidos permitem a análise de compostos 
com massas moleculares maiores que 100 kDa. Outra vanta- 
gem do EM-IES é que ele pode ser configurado para operar 
de modo contínuo a um HPLC ou sistema de eletroforese ca- 
pilar (EC). O EM-IES é usado dessa maneira, por exemplo, 
para caracterizar os produtos da digestão por tripsina de uma 
proteína, pela determinação das massas moleculares de seus 
componentes peptídicos (Seção 7.1J). 


a. Sequenciamento de peptídeos por espectrometria de massa 
Polipeptídeos pequenos (< 25 resíduos) podem ser sequen- 
ciados diretamente por um espectrômetro de massa em tan- 
dem (EM/EM; dois espectrômetros de massa acoplados em 
série; Fig. 7.9). O primeiro espectrômetro de massa funciona 
para selecionar e separar o íon peptídico de interesse dos ou- 
tros íons peptídicos e também de qualquer contaminante que 
esteja presente. O íon peptídico selecionado (P 3 na Fig. 1.9b) 
é então passado em uma célula de colisão, onde colide com 
átomos quimicamente inertes, como héüo. A energia então 
transmitida ao íon peptídico o faz fragmentar- se de forma 
predominante em apenas uma das suas várias Ügações pep- 
tídicas, produzindo um ou dois fragmentos carregados (Fig. 
7.10). As massas moleculares dos fragmentos carregados são 
então determinadas pelo segundo espectrômetro de massa. 

Comparando-se as massas moleculares dos membros 
sucessivamente maiores de uma família de fragmentos, as 
massas moleculares e, como consequência, as identidades 
dos resíduos de aminoácidos correspondentes podem ser 
determinadas. A sequência de um polipeptídeo inteiro pode 
então ser elucidada (embora o EM não possa distinguir os 
resíduos isômeros Ile e Leu, porque eles possuem exatamen- 
te a mesma massa, e não possa distinguir sempre de maneira 
confiável os resíduos de Gin e Lys, visto que suas massas mo- 
leculares diferem por apenas 0,036 D ). A computadorização 
desse processo de comparação reduziu o tempo necessário 
para sequenciar um (pequeno) polipeptídeo a apenas alguns 
minutos, em comparação aos 30 a 50 minutos requeridos por 
cada ciclo da degradação de Edman. A confiabilidade desse 
processo foi aumentada pela comparação computadorizada 
do espectro de massa medido com aqueles de peptídeos com 
sequências conhecidas, mantidas em bases de dados. 
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(a) Espectrômetros de massas por Ionização de eletrospray sequenciais 




Fonte de EM-1 Célula de colisão EM-2 Detector 

ionização do 

eletrospray 


(b) 





FIGURA 7.9 Uso de espectrômetros de massa em tandem (EM/EM) no sequendamento de aminoácidos. (a) Um EM/EM con- 
siste em uma fonte de ionização (mostrada aqui como um sistema IES), um primeiro espectrômetro de massa (EM-1), uma célula 
de colisão, um segundo espectrômetro de massa (EM-2) e um detector. ( b ) A fonte de ionização gera íons peptídicos em fase gaso- 
sa, P 1? P,, etc., a partir do produto de digestão da proteína que está sendo analisada. Esses peptídeos são separados pelo EM-1 de 
acordo com seus valores m/z, e um deles, nesse caso P 3 , é direcionado à célula de colisão, onde colide com átomos de hélio. Esse 
tratamento induz a quebra do íon polipeptídico, produzindo os fragmentos F 1? F z , etc., os quais são direcionados ao EM-2, onde 
seus valores m/z são determinados. (Parte a segundo Yates, J.R., Methods Enzymol. 271, 358 [1996]; Parte b segundo Biemann, K. 
e Scoble, H.A., Science 237, 992 [1987].) 


As sequências de vários polipeptídeos de uma mistura 
podem ser determinadas, mesmo na presença de contami- 
nantes, ao se selecionarem sequencialmente os íons poli- 
peptídicos correspondentes no primeiro espectrômetro de 
massa do instrumento em tandem. Assim, na separação e 
purificação dos fragmentos polipeptídicos resultantes da di- 
gestão de uma proteína para o sequenciamento, o trabalho 
exigido pelas técnicas com base em EM/EM é menor do que 
na técnica de Edman. A EM/EM pode também ser usada 
para sequenciar peptídeos com o resíduo N-terminal quimi- 
camente bloqueado (uma modificação pós-traducional co- 
mum em eucariotos e que impede a degradação de Edman) 
e também para caracterizar outras modificações pós-tra- 
ducionais como fosforilações (Seção 4.3A) e glicosilações 
(Seção 11.3C). Por fim, a EM/EM pode ser usada para loca- 
lizar ligações dissulfeto por meio da fragmentação, química 
ou enzimãtica, da proteína com e sem a ligação dissulfeto. 
As posições das ligações dissulfeto na proteína serão deduzi- 
das pela comparação, no espectro de massas, do desapareci- 
mento dos picos da proteína intacta com o aparecimento de 
picos da proteína sem a ligação dissulfeto. Assim, a EM/EM 
tornou-se uma ferramenta indispensável para a caracteriza- 
ção de polipeptídeos. 

J. Mapeamento de peptídeos 

Uma vez que a estrutura primária de uma proteína tenha 
sido elucidada, a estrutura primária de uma proteína quase 
idêntica, como, por exemplo, a de uma espécie relaciona- 
da ou a que surge de uma mutação ou de uma modificação 
química, pode ser determinada com facilidade. Isso foi feito 
originalmente pela cromatografia em papel combinada com 


eletroforese em papel (Seção 6. 4 A) dos produtos de digestão 
parcial de proteínas, uma técnica conhecida também como 
datiloscopia ou mapeamento de peptídeos. Os fragmentos 
peptídicos que incorporam as variações de aminoácidos mi- 
gram, em sua datiloscopia (mapa peptídico), em posições di- 
ferentes dos peptídeos correspondentes da proteína original 
(Fig. 7.11). Os peptídeos variantes podem então ser eluídos 
e sequenciados, identificando assim as alterações na proteína 
sem a necessidade de sequenciá-la inteiramente. 

Mais recentemente, o mapeamento de peptídeos re- 
fere-se a qualquer método que fragmenta uma proteína de 
maneira reprodutível e a separa nos peptídeos resultantes, 
produzindo um padrão que pode ser usado para distinguir 
diferenças entre proteínas relacionadas. Portanto, o mapea- 
mento peptídico pode ser feito por meio de eletroforese em 
gel bidimensional ou por técnicas unidimensionais de alta 
resolução como HPLC, SDS-PAGE, focalização isoelétrica 
ou EC (Seções 6.3 e 6.4). Em qualquer desses métodos, os 
peptídeos variantes podem ser isolados e sequenciados para 
se estabelecerem as diferenças de sequências entre as proteí- 
nas relacionadas. 

2 SEQUENCIAMENTO DE ÁCIDOS NUCLEICOS 

A estratégia básica do sequenciamento de ácidos nucleicos é 
idêntica à do sequenciamento de proteínas (Seção 7.1). Ela 
envolve 

1. A degradação específica e o fracionamento do polinu- 
cleotídeo de interesse em fragmentos pequenos o suficiente 
para serem sequenciados inteiramente. 

2. O sequenciamento dos fragmentos individuais. 






Bioquímica 


175 




130_ 18 7_ 286L 40 0_ 515_ 629 75Í 


887_ 944_ 109 2_ 1239_ 1326_ 1397. 
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FIGURA 7,10 Espectro de massa em tan- 
dem do íon duplamente carregado do [Glu 1 ] 
fíbrinopeptídeo B humano de 14 resíduos 
(m/z — 786). (à) Sequência do peptídeo. As 
linhas de números superior e inferior indi- 
cam as massas moleculares dos fragmentos 
carregados N-terminal e C-terminal, respec- 
tivamente, formados pela clivagem indicada 
pela linha diagonal, (b) Espectro de massa 
dos peptídeos obtidos pela fragmentação 
do peptídeo original. Os valores m/z estão 
indicados acima dos picos correspondentes 
aos fragmentos mais abundantes. A energia 
das colisões na célula de colisão foi ajustada 
de forma que cada íon peptídico é frag- 
mentado, em média, apenas uma vez. Ob- 
serve que, nessas condições, os fragmentos 
predominantes possuem z = 1 e contêm a 
extremidade C-terminal do peptídeo intacta. 
(Segundo Yates, J.R., Methods EnzymoL 
271, 354 [1996].) 


3. O ordenamento dos fragmentos pela repetição dos pas- 
sos anteriores usando um procedimento de degradação que 
forneça um conjunto de fragmentos polinucleotídicos que se 
sobreponham aos pontos de clivagem do primeiro conjunto. 

Antes de 1975, no entanto, as técnicas de sequenciamento 
de ácidos nucleicos estavam muito aquém daquelas de se- 
quenciamento de proteínas, principalmente porque não ha- 


via endonucleases disponíveis que fossem específicas para 
sequências maiores do que um nucleotídeo. Em contrapar- 
tida, os RNAs eram clivados em fragmentos relativamente 
pequenos por meio da digestão parcial com enzimas como 
a ribonuclease TI (de Aspergillus oryzae), que cliva o RN A 
após resíduos de guanina, ou a ribonuclease A pancreática, 
que cliva após resíduos de pirimidina. Além disso, não há 



Origem — Origem 


FIGURA 7.1± Mapeamento de peptídeos. A comparação das datiloscopias dos produtos da digestão por tripsina da (a) hemoglobi- 
na A (HbA) e da ( b ) hemoglobina S (HbS) mostra dois peptídeos que são diferentes nessas duas formas de hemoglobina (quadros). 
Esses peptídeos constituem os oito resíduos N-terminais da subunidade p de hemoglobina. Suas sequências de aminoácidos são 

Hemoglobina A Vai — His — Leu — Thr — Pro — Glu — Glu — Lys 
Hemoglobina BVal — His — Leu — Thr — Pro — Vai “Glu — Lys 

pl 2 3 4 5 6 7 8 

(Cortesia de Corrado Baglioni, State University of New York, Albany, EUA.) 
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uma reação para polinucleotídeos confiável análoga à degra- 
dação de Edman para proteínas (Seção 7.1A). Como conse- 
quência, os fragmentos polinucleotídeos eram sequenciados 
por digestão parcial com uma de duas exonucleases: a fos- 
fodiesterase de veneno de serpente, que remove resíduos a 
partir da extremidade 3 ' de polinucleotídeos (Fig. 7.12), ou a 
fosfodiesterase de baço, que atua a partir da extremidade 5'. 
Os fragmentos oligonucleotídicos resultantes eram identifi- 
cados pelas suas mobilidades cromatogrãfica e eletroforética. 
O sequenciamento de RNA desse modo é um procedimento 
longo e trabalhoso. 

O primeiro ácido nucleico biologicamente importante 
sequenciado foi o tRNA (RNA transportador) da alanina de 
levedura (Seção 32.2 A). O sequenciamento dessa molécula 
de 76 nucleotídeos, realizado por Robert Holley em um tra- 
balho de 7 anos, foi completado em 1965, cerca de 12 anos 
depois que Frederick Sanger havia determinado a sequência 
de aminoácidos da insulina. Isso foi acompanhado, a pas- 
sos acelerados, pelo sequenciamento de inúmeras espécies 
de tRNAs e dos RNAs ribossômicos 5S (Seção 32.2A) de 
vários organismos. A arte do sequenciamento de RNA por 
essas técnicas alcançou o seu ápice em 1976, com o sequen- 
ciamento, por Walter Fiers, do genoma completo de 3.569 
nucleotídeos do bacteriófago MS2. O sequenciamento de 
DNA, ao contrário, estava em um estágio muito mais primi- 
tivo, devido à falta de disponibilidade de endonucleases de 
DNA com especificidade para alguma sequência, qualquer 
uma que fosse. 

Depois de 1975, progressos marcantes foram alcançados 
na tecnologia de sequenciamento de ácidos nucleicos. Três 
avanços tornaram isso possível: 

1. A descoberta de endonucleases de restrição, que permi- 
tiram a clivagem do DNA em sequências específicas (Seção 
5.5A). 

2. O desenvolvimento de técnicas de clonagem molecular, 
que permitiram a obtenção de praticamente qualquer seg- 
mento de DNA identificável e nas quantidades necessárias 
para o sequenciamento (Seção 5.5). 

3. O desenvolvimento de técnicas de sequenciamento de 
DNA. 

Esses procedimentos são os principais responsáveis pelos 
grandes avanços, na compreensão de biologia molecular, que 
têm sido alcançados ao longo das últimas três décadas, e que 
serão discutidos nos capítulos que se seguem. Técnicas de se- 
quenciamento de DNA são o tema desta seção. 

O ritmo de sequenciamento de ácidos nucleicos tomou- 
-se tão rápido que a determinação direta da sequência de 
aminoácidos de uma proteína é muito mais lenta do que a 
determinação da sequência de bases que corresponde ao seu 
gene (embora as sequências de aminoácidos e bases forne- 
çam informações complementares; Seção 7.2D). Tem havido 
uma avalanche de dados de sequências de DNA tão grande 
- mais de 300 bilhões de nucleotídeos em mais de 200 mi- 
lhões de sequências até o início de 2010 e, aproximadamente, 
dobrando a cada —18 meses - que somente computadores 
podem lidar com elas. A primeira sequência completa de um 
genoma a ser determinada, aquela da bactéria gram-negativa 
Haemophilus influenzae, foi relatada em 1995 por J. Craig 


GCACUUGA 

Fosfodiesterase de 
veneno de serpente 

Y 

GCACUUGA 

GCACUUG 

GCACUU 

GCACU 

GCAC 

GCA 

GC +Mononucleotídeos 

FíCà JRA .12 Determinação da sequência de um oligonucleo- 
tídeo por digestão parcial com fosfodiesterase de veneno de 
serpente. Esta enzima cliva sequencialmente os nucleotídeos a 
partir da extremidade 3 ' de um polinucleotídeo que possua um 
grupo 3'-OH Üvre. A digestão parcial de um oligonucleotídeo 
com fosfodiesterase de veneno de serpente fornece uma mistu- 
ra de fragmentos com todos os comprimentos possíveis, como 
indicado, que podem ser separados cromatografícamente. A 
comparação das composições de pares de bases de fragmentos 
que diferem em comprimento por um nucleotídeo estabelece 
a identidade do nucleotídeo 3 '-terminal do fragmento maior. 
Dessa maneira, a sequência de bases do oligonucleotídeo pode 
ser elucidada. 


Venter. Até 2010, as sequências completas dos genomas de 
mais de mil procariotos tinham sido relatadas (com muitas 
mais em processo de determinação), bem como aquelas de 
mais de 120 eucariotos (com muitas mais em andamento) , in- 
cluindo as de humanos e muitos outros vertebrados, insetos, 
vermes, plantas e fungos (Tabela 7.3). 

A. O método de Sanger 

tjfo Ver Exploração guiada 5: Determinação da sequência de DNA 
pelo método de terminação de cadeia Após 1975, vários méto- 
dos foram desenvolvidos para o sequenciamento rápido de 
longos trechos de DNA. Aqui, será discutido o método de 
Sanger, concebido por Frederick Sanger (o mesmo que foi 
pioneiro no sequenciamento de aminoácidos de proteínas), 
procedimento que é o principal responsável pelo vasto nú- 
mero de sequências de DNA que foram elucidadas. 

O método de Sanger (chamado alternativ amente de mé- 
todo de terminação de cadeia e método didesóxi) utiliza a 
enzima DNA-polimerase I de E. coli (Seção 5.4Cc) para sinte- 
tizar cópias complementares do DNA de fita simples a ser se- 
quenciado. Como visto anteriormente, sob o comando da fita 
que está sendo replicada (fita-molde), a DNA-polimerase 
I organiza os quatro desoxirribonucleosídeos trifosfatados 
(dNTPs), dATP, dCTP, dGTP e dTTP, em uma cadeia poli- 
nucleotídica complementar que se alonga na direção 5 ' a 3 ' 
(Fig. 5.31). Para iniciar a síntese de DNA, a DNA-polimerase 
necessita de um oligonucleotídeo iniciador (primer) pareado 
com as bases do DNA-molde em um complexo estável. Se o 
DNA a ser sequenciado for um fragmento de restrição, como 
normalmente o é, ele começa e termina com um sítio de res- 
trição. O iniciador pode, portanto, ser um segmento curto de 
DNA contendo esse sítio de restrição pareado com a fita que 
está sendo replicada. Os DNAs-molde são obtidos em quan- 
tidades suficientes para serem sequenciados pela clonagem 
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TABELA 7.3 Alguns genomas sequenciados 

Organismo 

T amanho do genoma 
haploide (kb) 

Número de cromossomos 

Carsonella ruddii (inseto endossimbionte; menor genoma celular conhecido) 

160 

1 

Mycoplasma genitalium (parasito humano) 

580 

1 

Rickettsia prowazekii (bactéria; causadora de tifo; supostamente têm relação 

1.112 

1 

próxima com mitocôndria) 



Haemophilus influenzae (bactéria; patógeno humano) 

1.830 

1 

Archaeoglobus fulgidus (arquibactéria hipertermofílica, redutora de sulfato) 

2.178 

1 

Synechocystis sp. (cianobactéria) 

3.573 

1 

Mycobacterium tuberculosis (causador da tuberculose) 

4.412 

1 

Escherichia coli (bactéria, simbionte humano) 

4.639 

1 

Saccharomyces cerevisiae (fermento do pão ou levedura de brotamento) 

12.070 

16 

Plasmodium falciparum (protozoário; causador da malária) 

23.000 

14 

Caenorhabditis elegans (verme nematódeo) 

97.000 

6 

Drosophila melanogaster (mosca-da-fruta) 

180.000 

4 

Arabidopsis thaliana (angiosperma) 

119.200 

5 

Oryza sativa (arroz) 

389.000 

12 

Danio rerio (peixe -zebra) 

1.700.000 

25 

Gallus gallus (galinha) 

1.200.000 

40 

Ornithorhynchus anatinus (ornitorrinco) 

1.840.000 

31 

Mus musculus (camundongo) 

2.500.000 

20 

Canis familiaris (cão) 

2.400.000 

40 

Pan troglodytes (chimpanzé) 

3.100.000 

24 

Homo sapiens (homem) 

3.038.000 

23 


dos mesmos em vetores com base no M13 (Seção 5.5Bb) ou 
pela reação em cadeia da polimerase (PCR, de polymerase 
chain reaction ) (Seção 5.5F), ambas as técnicas fornecendo 
os DNAs de fita simples necessários. 

A atividade exonucleásica 5' —> 3' da DNA-poíimerase 
I (Fig. 5.33) é catalisada por um sítio ativo separado daque- 
les que atuam nas funções de polimerase e de exonuclease 
3' — > 5' (Fig. 5.36). Isso é demonstrado pela observação de 
que, após a clivagem proteolítica da enzima em dois frag- 
mentos, o fragmento C-terminal, conhecido como fragmento 
Klenow, é maior e possui as atividades polimerásica e exo- 
nucleãsica 3' — > 5' completas da enzima intacta, enquanto 
o fragmento N-terminal é menor e possui a atividade exo- 
nucleásica 5' — > 3'. Apenas o fragmento Klenow é usado no 
sequenciamento de DNA, para garantir que todas as cadeias 
replicadas possuam a mesma extremidade 5'. 

a. A síntese de DNA marcado pela DNA-polimerase 
é terminada após bases específicas 
No método de Sanger (Fig. 7.14), o DNA a ser sequenciado 
é incubado com o fragmento Klenow da DNA-polimerase I, 
com um iniciador adequado e com os quatro desoxirribonu- 
cleosídeos trifosfatados (dNTPs). Pelo menos um dos dNTPs 
( normalmente o dATP) ou o iniciador é marcado com 32 P 
no fosfato a. Além disso, uma pequena quantidade de 2',3'~ 
didesoxinucleosídeo trifosfatado (ddNTP) 



2 , 3 - D i de soxi n u cleos ideo 
trifosfatado 


de uma das bases é adicionada à mistura da reação. Quando o 
análogo didesóxi é incorporado ao polinucleotídeo em cres- 
cimento no lugar do núcleo tídeo normal correspondente, o 
crescimento da cadeia é terminado devido à ausência de um 
grupo 3' -OH. Ao se usar somente uma pequena quantidade 
de ddNTP, uma série de cadeias truncadas é gerada, cada uma 
tendo sido terminada pelo análogo didesóxi em uma das po- 
sições ocupadas pela base correspondente. São feitas reações 
para cada um dos quatro ddNTPs em tubos separados. 

As quatro misturas das reações são separadas simulta- 
neamente por eletroforese em canaletas paralelas em um 
gel de sequenciamento. Esse gel é uma placa longa de po- 
liacrilamida fina (tão fina quanto 0,1 mm, por até 100 cm 
de comprimento). Contém ~7M de ureia e é processada a 
cerca de 70°C, de modo a eliminar todas as associações por 
ligações de hidrogênio. Essas condições asseguram que os 
fragmentos de DNA sejam separados somente de acordo com 
seus tamanhos. A sequência do DNA que é complementar ao 
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Molde: 

Iniciador: 
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FIGURA 7.13 Diagrama de fluxo do 
método de Sanger (método de terminação 
de cadeia ou dideséxi) de sequendamento 
de DNA. O símbolo ddATP representa 
didesoxiadenosina trifosfatada, etc. A se- 
quência que é determinada pela leitura do 
gel de baixo para cima (do menor ao maior 
fragmento) é complementar à sequência do 
DNA-molde. 
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DNA-molde pode então ser lida diretamente em um autor - 
radiograma do gel de sequendamento, de baixo para dma, 
como indicado na Fig. 7.14. Na verdade, instrumentos com- 
putadorizados estão disponíveis para auxiliar nessa tarefa. 
No entanto, não é possível, em um único gel, resolver muito 
mais que 300 ou 400 fragmentos consecutivos. Para resolver 
essa limitação, são gerados dois conjuntos de géis, um resol- 
vido por mais tempo e, talvez, a voltagens mais altas do que 
o outro, para se obter a sequência de fragmentos de DNA de 
até 800 pb. 

Géis melhores podem ser obtidos pelo uso de dNPTs 
cujos grupos a-fosfatos estejam marcados com 35 S em vez de 
32 P. 


o 


o 


35 


S 



Isso porque as partículas p emitidas pelo núcleo do 35 S têm 
menos energia, percorrendo, portanto, um caminho menor 
do que as de l2 P, produzindo assim bandas mais definidas 
nos géis. Géis mais fáceis de interpretar também podem 
ser obtidos pela substituição do fragmento Klenow por 
DNA-polimerases do bacteriófago T7 (DNA-polimerase 
T7, menos sensível à presença de ddNTPs do que o fragmen- 
to Klenow, fornecendo, então, bandas de intensidades mais 
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FIGlU RA . 14 Autorradiografia de um gel de sequenciamen- 

to. Fragmentos de DNA foram produzidos pelo método de 
Sanger de sequendamento de DNA. Uma segunda aplicação 
no gel ( direita ) foi feita 90 minutos depois da aplicação inicial 
(esquerda). A sequêntia de 140 nucleotídeos deduzida está es- 
crita nas laterais. (De Hindley, J., DNA sequencing, in: Work, 
T.S., and Burdon, R.H. (Eds.), Laborotory Techniques in Bio- 
chemistry and Molecular Biology , Vol. 10, p. 82, Elsevier [1983 j. 
Publicada com permissão.) 
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uniformes), ou de bactérias termofílicas como o Thermus 
aquaticus (Taq-polimerase; Seção 5.5F), que são estáveis 
acima de 90° C, e podem ser usadas nas temperaturas neces- 
sárias para desnaturar segmentos de DNA particularmente 
estáveis. 


b. O RNA pode ser sequenciado por meio 
da transcrição a cDNA 

O RNA pode ser prontamente sequenciado por apenas uma 
pequena modificação dos procedimentos de sequenciamento 
de DNA descritos anteriormente. O RNA a ser sequencia- 
do é transcrito em uma fita de DNA complementar (cDNA) 
pela ação da transcriptase reversa (Seção 5.5Fa). O cDNA 
resultante pode, então, ser sequenciado normalmente. 


(a) 

Molde: 3' C CGGTAGC AACT 5' 

Iniciador: 5' GG 3' 


dATP + dCTP + dGTP + dTTP + 
ddATP-© 4-ddCTP—O + 
ddGTP -O + ddTTP -• 


GGCCATCGTTGA ~® 
GGCCATCGTTG-O 
GGCCATCGTT • 

GGCCATCGT — • 

GGCCATCG— O Segmentos de 

GGCCATC-© DNA marcados 

GGCCAT — # 

GGCCA— • 

GGCC— O 
GGC-O 


DNA- 

-polimerase 





Segmentos de DNA marcados 
são submetidos a eletroforese 
em gel em um capilar 



Laser 


Detector 


c. O método de Sanger foi automatizado 
Para sequenciar grandes extensões de DNA, como cromos- 
somos inteiros, o método de Sanger foi grandemente acelera- 
do pela automação. Isso exigiu que as técnicas de marcação 
radioativa descritas anteriormente, que não são facilmente 
automatizadas, fossem substituídas por técnicas de marcação 
fluorescente (com o benefício adicional de eliminar os danos 
à saúde e os problemas de armazenamento decorrentes do 
uso de núcleo tídeos radioativos). 

Na mais usada dessas técnicas, cada um dos quatro 
ddNTPs usados para terminar a extensão de cadeia é liga- 
do co valentemente a um marcador fluorescente diferente; as 
reações de extensão de cadeia são realizadas em um único 
tubo que contém os quatro ddNTPs marcados; e a mistura 
de fragmentos formados é submetida à eletroforese em uma 
única canaleta do gel de sequenciamento (Fig. 7.15a). À me- 
dida que cada fragmento sai do gel, sua base terminal é iden- 
tificada de acordo com o seu espectro de fluorescência, que é 
característico para cada base, por um sistema de detecção de 
fluorescência induzido por laser (Fig. 7.156). 

Os detectores de fluorescência usados nesses instru- 
mentos, que têm taxas de erro de ~ 1 % , são controlados por 
computador, e a aquisição de dados é, portanto, automatiza- 
da. Nos sistemas mais avançados, o gel de sequenciamento 
está contido em um conj unto de até 96 capilares, em vez de 
em uma placa de gel; a preparação e a aplicação da amostra 
são realizadas por sistemas robotizados; e a eletroforese e a 
análise dos dados são completamente automatizadas. Esses 


(b) 



FIGURA 7.15 Sequenciamento automatizado de DNA pelo método de Sanger. (a) O iniciador que é pareado com a fita-molde a 
ser sequenciada é estendido na presença de quatro didesoxinucleosídeos trifosfatados (ddNTP) marcados com fluorescências dife- 
rentes. A mistura das fitas de DNA de vários tamanhos marcadas que é formada é submetida à eletroforese em gel em um capilar, 
que as separa de acordo com o tamanho, os fragmentos menores migrando mais rápido que os maiores. A medida que cada polinu- 
cleotídeo passa pelo detector, seu nucleotídeo 3 ' -terminal é identificado de acordo com o espectro da sua fluorescência estimulada 
por laser. ( b ) Parte do resultado de um sistema de sequenciamente automatizado de DNA. Cada uma das quatro curvas com cor 
diferente indica a intensidade de fluorescência de um marcador específico, que está ligado a um ddNTP específico que termina a 
reação de extensão (verde, azul, preto e vermelho correspondem a ddATP, ddCTP, ddGTP e ddTTP, respectivamente; as letras 
acima das bandas identificam as bases, e os números indicam suas posições no segmento de DNA sendo sequenciado). (Cortesia de 
Mark Adams, The Institute of Genomic Research, Gaithersburg, Maryland, EUA.) 
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sistemas podem sequenciar simultaneamente 96 amostras de 
DNA de —650 bases a cada —1 hora, podendo, então, identi- 
ficar até 1,6 milhões de bases por dia - necessitando somente 
de —15 minutos de atenção humana (vs. as —25.000 bases 
por ano que um técnico capacitado pode identificar usando 
os métodos manuais descritos anteriormente) . Mesmo assim, 
um sistema desses precisaria de cerca de 10 anos de operação 
ininterrupta para sequenciar os 3 bilhões de pares de bases 
(pb) do genoma humano, e isso considerando-se apenas dois 
conjuntos de fragmentos com sobreposições. Contudo, para 
garantir uma cobertura completa de uma grande extensão 
do DNA (Seção 5.5Ea) e para reduzir as taxas de erro a < 
0,01%, pelo menos 10 conjuntos de segmentos com sobre- 
posições devem ser sequenciados (Seção 7.2B). Por isso, os 
principais centros de sequenciamento, onde a maior parte do 
sequenciamento do genoma é realizada, contêm, cada um, 
mais de 100 desses sistemas de sequenciamento, em uma or- 
ganização quase industrial. 

B. Sequenciamento de g enomas 

O principal desafio técnico do sequenciamento de um 
genoma não é o sequenciamento do DNA propriamente 
dito, porém a organização de dezenas de milhares a deze- 
nas de milhões de segmentos sequenciados (dependendo 


do tamanho do genoma) em blocos contíguos (chamados 
de contigs ) e o ordenamento de cada um deles nas posi- 
ções apropriadas no genoma. Uma maneira em que os 
contigs podem ser organizados é por meio da caminha- 
da cromossômica (do inglês chromosome walking, Seção 
5.5Ea). No entanto, fazer isso em um genoma eucariótico 
seria proibitivamente caro e demorado (p. ex., “caminhar” 
pelo comprimento de 125 milhões de pares de bases de um 
cromossomo humano de tamanho médio usando insertos 
de aproximadamente 10 kb derivados de uma biblioteca 
plasmidial requereria um mínimo de 1,25 X 10 8 /10.000 = 
12.500 “etapas” muito trabalhosas). 

a. Sequenciamento de genomas com base em mapas genéticos 
Uma técnica mais eficiente de sequenciamento de genomas, 
a estratégia de sequenciamento com base em mapas genéti- 
cos (Fig. 7.16a), foi desenvolvida no final da década de 1980. 
Nessa abordagem, mapas físicos de baixa resolução de cada 
cromossomo são preparados pela identificação de regiões de 
referência comuns na sobreposição de insertos de —250 kb 
clonados em cromossomos artificiais de leveduras (YAC, de 
yeast artificial chromosome ) . Essas regiões, constituídas fre- 
quentemente por segmentos de 200 a 300 pb, são conhecidas 
por sítios de sequências marcadas (STSs, de sequence-tagged 
sites), e suas sequências exatas não ocorrem em nenhum ou- 



Genoma ou cromossomo 


Baseada em mapas genéticos 



Montagem sfiotgun do genoma completo 


Cromossomo (250 Mb) 


Cromossomo (250 Mb) 
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Biblioteca em YAC 


Biblioteca em BAC 


Mapa de baixa 
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1000 kb 


T 
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Biblioteca em cosmídeo 
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Cosmídeo — resolução 


Selecionar BAC-semente 
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Sequenciar cosmídeos em ambas as direções 
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— i - - i 

Caminhada em cosmídeos 
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FIGURA 7.16 Estratégias de sequenciamento de genomas. {a) A estratégia baseada em mapas genéticos faz uso de três conjuntos 
de insertos clonados, que são progressivamente menores, e organiza (“monta”) os insertos sequenciados por meio da caminhada 
em cosmídeos e do uso de marcadores como STSs e ESTs (ver texto). ( b ) A estratégia MSGC faz uso de apenas dois níveis de clo- 
nagem e emprega algoritmos sofisticados de computador bem como STC para organizar os insertos sequenciados em cromossomos 
completos. (Segundo Venter, J.C., Smith, H.O. e Hood, L., Science 381, 365 [1996].) 
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tro lugar do genoma. Assim, dois clones que contenham o 
mesmo STS devem sobrepor-se. A seguir, os insertos que 
contêm STSs são fragmentados de forma aleatória (normal- 
mente por sonicação; Seção 5.3D) em segmentos de —40 kb, 
que, por sua vez, são subclonados em vetores cosmidiais, de 
modo que um mapa de alta resolução pode ser construído 
pela identificação das sobreposições das regiões de referên- 
cia. Os insertos dos cosmídeos são, então, fragmentados alea- 
toriamente em segmentos com sobreposições de 5 a 10 kb ou 
1 kb para inserção em vetores plasmidiais ou M13 (clonagem 
shotgun, Seção 5.5E). Esses insertos (—800 clones em MÍ3 
por cosmídeo) são posteriormente sequenciados (—400 pb 
por clone), e as chamadas leituras são organizadas por com- 
putação em sequências contíguas para gerar a sequência do 
inserto cosmidial original (com uma redundância de 400 pb 
por clone X 800 clones por cosmídeo/40.000 pb por cosmídeo 
= 8). Finalmente, os insertos cosmidiais são organizados por 
meio da caminhada em cosmídeos (o análogo computacional 
da caminhada cromossômica; Fig. 5-51), usando as sobrepo- 
sições das regiões de referência (com regiões de referência 
espaçadas idealmente em intervalos de 100 kb ou menos) 
para gerar as sequências dos insertos de YAC que são, en- 
tão, organizadas, utilizando-se dos seus STSs, para gerar a 
sequência do cromossomo. 

Os genomas da maioria dos eucariotos complexos con- 
têm várias regiões de sequências repetitivas, isto é, segmen- 
tos de DNA repetidos um após o outro centenas, milhares 
e, em alguns casos, milhões de vezes (Seção 34.2B). Trechos 
longos de sequências repetitivas facilmente confundem o 
processo de montagem, ocasionando hiatos na sequência. 
Ademais, essas sequências repetitivas exacerbam muito a 
dificuldade de se encontrar STS adequadamente espaçados. 
Para resolver em parte esta dificuldade, sequências do tipo 
STS de cDNA, conhecidas como sequências de marcas ex- 
pressas (ESTs, de expressed sequence tags), são usadas no lu- 
gar de STS. Uma vez que os RNAs mensageiros (mRNAs), 
a partir dos quais os cDNAs são transcritos reversamente, 
codificam proteínas, é improvável que eles contenham se- 
quências repetitivas. 

b. A estratégia de montagem Shotgun do genoma completo 
Embora o objetivo inicial do projeto genoma humano de 
identificar STS e EST a cada —100 kb do genoma humano 
tenha sido alcançado, avanços em tecnologia computacional 
e de clonagem permitiram um procedimento de sequencia- 
mento mais direto que elimina a necessidade tanto das eta- 
pas de mapeamento de baixa resolução (YAC) como das de 
alta resolução (cosmídeos). Nesta assim chamada estratégia 
de montagem shotgun do genoma completo (MSGC), que foi 
formulada por Venter, Hamilton Smith e Leroy Hood, um 
genoma é fragmentado aleatoriamente, um grande número 
de fragmentos clonados é sequenciado e o genoma é orga- 
nizado pela identificação de sobreposições entre pares de 
fragmentos. Considerações estatísticas indicam que, usando 
essa estratégia, a probabilidade de uma dada base não ser se- 
quenciada é idealmente de e c , em que c é a redundância da 
cobertura (c = LN/G, em que L é o comprimento médio, em 
nucleotídeos (nt), das leituras, N é o número de leituras e G é 
o comprimento do genoma em nucleotídeos); o comprimento 
agregado dos hiatos (gaps) entre contigs é Ge 1 ; e a média do 
tamanho dos hiatos é G/N. Além disso, sem um longo mapa 


físico ou genético do genoma sendo sequenciado, a ordem 
dos contigs e suas orientações permaneceriam desconhecidas. 

Para genomas bacterianos, a estratégia MSGC é reali- 
zada diretamente pelo sequenciamento de dezenas de milha- 
res de fragmentos e pela organização destes (uma tarefa que 
requer o desenvolvimento de algoritmos capazes de organi- 
zar contigs a partir de um grande número de leituras). Então, 
em uma tarefa conhecida como “finalização” (finishing ) , os 
hiatos entre contigs são preenchidos por meio de várias téc- 
nicas, que incluem a síntese e uso de oligonucleotídeos ini- 
ciadores iprimers) de PCR complementares às extremidades 
dos contigs para isolar os segmentos que faltam (caminhada 
cromossômica; bactérias possuem poucas, quando possuem, 
sequências repetitivas) . 

Genomas eucarióticos, uma vez que seus tamanhos são 
muito maiores, requerem que a estratégia MSGC seja rea- 
lizada em estágios, como apresentado a seguir (Fig. 7.16 b). 
Gera-se uma biblioteca com insertos de —150 kb em cro- 
mossomos artificiais de bactérias (BAC, do inglês bacterial 
artificial chromosomé) (para o genoma humano, uma redun- 
dância de —15 vezes, o que deixaria —900 bases ainda sem 
serem sequenciadas, precisaria de —300.000 clones desse 
tipo; utiliza-se BACs porque eles estão sujeitos a menos difi- 
culdades técnicas do que os YACs). Os insertos, em cada um 
desses clones de BAC, são identificados pelo sequenciamen- 
to de —500 pb em cada extremidade, fornecendo segmentos 
conhecidos como conectores de sequências marcadas (STCs, 
de sequence-tagged conectors, ou extremidades de BAC; os 
quais, para os 300.000 clones mencionados anteriormente, 
compreenderiam coletivamente 300.000 kb, isto é, 10% do 
genoma humano inteiro). Posteriormente, o inserto de BAC 
é fragmentado, clonado por shotgun em vetores plasmidiais 
ou M13 (de modo a gerar —3.000 clones com sobreposições), 
e os fragmentos são sequenciados e organizados em contigs. 
A sequência desse “BAC primordial” é então comparada 
com a base de dados de STC para identificar os —30 clones 
de BAC com sobreposições. Os dois que tiverem sobrepo- 
sição mínima em cada extremidade são então selecionados, 
sequenciados e a operação é repetida até que o cromossomo 
inteiro esteja sequenciado (caminhada em BAC), o que, para 
o genoma humano, necessitaria 27 milhões de leituras de se- 
quenciamento. Esse processo também é confundido pelas 
sequências repetitivas. 

A estratégia MSGC é facilmente automatizada por ro- 
bótica, sendo, portanto, mais rápida e menos cara do que a 
estratégia baseada em mapas genéticos. De fato, a maioria 
das sequências genômicas conhecidas têm sido determinadas 
usando-se a estratégia MSGC, muitas delas em questão de 
poucos meses, e seu advento reduziu o tempo de sequencia- 
mento do genoma humano em vários anos. Apesar disso, 
parece que a maioria dos erros de sequências de genomas 
eucarióticos baseadas na MSGC (sobretudo a falha no re- 
conhecimento de segmentos longos [>15 kb] que possuem 
sequências quase idênticas [>97%]) pode ser eliminada pela 
finalização por meio do uso de algumas técnicas da estratégia 
baseada em mapas genéticos. 

c. O genoma humano foi sequenciado 

O “rascunho bruto” do genoma humano foi apresenta- 
do em 2001 por dois grupos independentes: o Consórcio 
Internacional para o Sequenciamento do Genoma Humano 
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(CISGH; uma colaboração envolvendo 20 centros de se- 
quenciamento em 6 países), de financiamento público, li- 
derado por Francis Collins, Eric Lander e John Sulston, 
que usou a estratégia com base em mapas genéticos; e um 
grupo de financiamento privado, principalmente da Celera 
Genomics, liderado por Venter, que usou a estratégia 
MSGC. A sequência genômica determinada pelo CISGH 
foi resultado do conglomerado de várias pessoas anônimas, 
ao passo que a sequência da Celera Genomics foi resultado 
de cinco pessoas, mas sobretudo de Venter. Faltam a esses 
esboços de sequências —10% de regiões cromossômicas ri- 
cas em genes, conhecidas como eucromatinas (Seção 34.1), 
e muito das regiões cromossômicas que são pouco ou nada 
expressas, conhecidas como heterocromatinas constitutivas 
(Seção 34. 1 ; consistem em sequências altamente repetitivas, 
associadas principalmente com centrômeros cromossômi- 
cos; Seção 34. 3 A). Além disso, as duas montagens tiveram 
taxas de —1% de erros de sequência e continham —160.000 
hiatos, de modo que as ordens e orientações de muitos conti- 
gs dentro de determinadas regiões não foram estabelecidas. 
Todavia, esses dados, mesmo imperfeitos, aceleraram muito 
o avanço da pesquisa genética, visto que, por exemplo, os 
genes de centenas de doenças hereditárias foram identifi- 
cados e clonados de maneira mais rápida do que teria sido 
possível anteriormente. 

Em 2004, o CISGH divulgou a sequência final do geno- 
ma humano. A sequência cobriu —99% do genoma euero- 
mático (2,851 bilhões de nt do total de 3,038 bilhões de nt do 
genoma) com uma taxa de erro < 0,001 % e com apenas 281 
hiatos, todos em regiões de sequências repetitivas. Em 2007, 
Venter divulgou a sequência final do seu próprio genoma di- 
ploide (aquele dos 46 cromossomos; as sequências genômicas 
divulgadas anteriormente eram de genomas haploides, isto 
é, de um membro de cada par de cromossomos homólogos). 
Essas conquistas impressionantes, a culminação de mais de 
uma década de esforços intensos de centenas de cientistas, 
está revolucionando as formas como a bioquímica e a me- 
dicina são entendidas e praticadas. Algumas das principais 
observações são as seguintes: 

1. Aproximadamente 45 % do genoma humano consiste em 
sequências repetitivas de vários tamanhos. 

2. Apenas —28% do genoma é transcrito a RNA. 

3. Apenas 1,2% do genoma (—4% do RNA transcrito) co- 
difica proteínas. 

4. Aparentemente, o genoma humano contém apenas 
—23.000 genes que codificam proteínas (também conheci- 
dos por trechos de leitura aberta [ORFs, de open reading 
frames ]), em vez dos 50.000 a 140.000 ORFs anteriormen- 
te previstos com base em extrapolações. Isso é comparável 
aos —6.600 ORFs em leveduras, —14.000 em Drosophila, 
—19.000 em C. elegans e —25.500 em Arabidopsis. Ressalte- 
se que esses números, muito provavelmente, mudarão à me- 
dida que melhora a capacidade, atualmente imperfeita, de 
reconhecer ORFs. 

5. Somente uma pequena fração das famílias de proteínas 
humanas são exclusivas de vertebrados; a maioria ocorre em 
outras, senão todas, formas de vida. 

6. Dois genomas humanos selecionados aleatoriamente di- 
ferem, em média, por apenas 1 nucleotídeo em 1.000; isto é, 


duas pessoas quaisquer são, provavelmente, > 99,9% idênti- 
cas geneticamente. 

É improvável que a evidente maior complexidade dos 
humanos (vertebrados) em relação às formas “menos evo- 
luídas” (invertebrados) de vida seja devida ao número não 
muito maior de ORFs que os vertebrados possuem. Ao con- 
trário, parece, principalmente, que as proteínas dos verte- 
brados são mais complexas do que as dos invertebrados; isto 
é, as proteínas de vertebrados tendem a ter mais domínios 
(módulos) do que as proteínas de invertebrados, e esses mó- 
dulos são mais frequentemente expressados de maneira se- 
letiva por meio de splicing gênico alternativo (Seção 5.4A). 
Assim, muitos genes de vertebrados codificam várias proteí- 
nas diferentes, apesar de similares. Além disso, acumulam-se 
evidências indicando que genomas de vertebrados codificam 
muitos segmentos curtos de RNA que participam no contro- 
le da expressão gênica (Seção 31.4At). 

Os genomas de eucariotos, incluído o do Homo sapiens, 
podem ser explorados no endereço eletrônico http://www. 
ncbi.nlm.nih.gov/projects/mapview/. 

C. A próxima geração de tecnologias 
de sequenciamento de DNA 

Um dos objetivos do projeto genoma humano é sequenciar 
o genoma de um indivíduo a um preço acessível (menciona- 
-se frequentemente o valor de US$ 1.000). Isso permitiria a 
comparação de milhares de sequências de genomas huma- 
nos e, desta forma, a correlação de sequências específicas 
à suscetibilidade a doenças específicas. Isso, por sua vez, 
orientaria uma era de medicina personalizada, quando o 
tratamento de uma doença existente e a prevenção de uma 
doença esperada seriam adaptados às características gené- 
ticas do indivíduo. 

Assim como a maioria das áreas na ciência, o sequen- 
ciamento de genomas é impulsionado pela tecnologia. A se- 
quência determinada pelo CISGH custou — US$ 300 milhões 
e levou mais de uma década para ser concluída. Em contra- 
partida, pelo uso da “próxima geração” de tecnologia de se- 
quenciamento (ver a seguir), o genoma diploide do James 
Watson foi sequenciado em 2 meses a um custo de menos 
de US$ 1 milhão - o terceiro genoma a ser sequenciado. À 
medida que novas tecnologias forem sendo desenvolvidas, 
espera-se que o custo e o tempo para sequenciar um genoma 
humano diminua ainda mais. 

Todas as tecnologias de sequenciamento da próxima ge- 
ração disponíveis eliminam as demoradas etapas de clona- 
gem usadas nos métodos com base no sequenciamento de 
Sanger (Fig. 7.16). Elas amplificam moléculas de DNA isola- 
das e as sequenciam massiva e paralelamente. 

a. O sistema de sequenciamento 454 
O genoma do Watson foi sequenciado pelo uso de um sis- 
tema desenvolvido pela 454 Life Sciences, o qual emprega 
a metodologia descrita a seguir (Fig. 7.17). O DNA genô- 
mico é aleatoriamente picotado em pequenos fragmentos 
(300-500 pb) e então ligado a adaptadores, que por sua vez 
são unidos especificamente a pérolas de 30 pm de diâme- 
tro de “captura de DNA”, em condições de diluição tais 
que, na sua maioria, cada fragmento de DNA é unido a 
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FIGURA 7.17 Preparação da amostra para o sistema de sequenciamento 454. (a) O DNA genômico é isolado, fragmentado, 
ligado a adaptadores e desnaturado para gerar fitas simples. ( b ) As fitas simples são unidas a pérolas de captura de DNA em 
condições de diluição tais que, na sua maioria, cada fita simples se une a uma pérola, eis pérolas são capturadas em uma emulsão- 
-mistura de reação da PCR-óleo, e a amplificação do DNA pela PCR ocorre no interior de cada gotícula que contém a pérola, (c) 
A emulsão é destruída pela adição de isopropanol, o DNA agora em fita dupla é desnaturado e as pérolas que carregam clones 
do DNA de fita simples são depositadas nos poços de uma lâmina de fibra óptica, (d) Pérolas menores ligadas às enzimas ATP- 
-sulfurilase e luciferase são depositadas em cada poço. (Cortesia de Jonathan Rothberg, 454 Life Sciences Corporation, Branford, 
Connecticut, EUA.) 


uma pérola. As pérolas são ressuspendidas em um mistura 
de PCR que contém dNTPs, oligonucleotídeos iniciadores 
complementares aos adaptadores e Taq DNA-polimerase. 
A suspensão é emulsificada com óleo, de modo que cada 
gotícula de água contém apenas uma pérola, ou seja, cada 
pérola está contida no seu próprio microrreator, evitando a 
introdução de sequências competidoras ou contaminantes. 
A PCR (Seção 5.5F) é realizada por termociclagem, até que 
—10 milhões de fragmentos de DNA idênticos sejam unidos 
a cada pérola de captura de DNA. A emulsão é destruída 
pela adição de isopropanol, o DNA é desnaturado, e as pé- 
rolas que carregam o DNA de fita simples são depositadas 
em poços de 75 picolitros (1 picolitro = 10” 12 L) sobre uma 
lâmina de fibra óptica, com uma pérola por poço. A lâmina 
contém —1,6 milhões de poços. 

O DNA em cada pérola é sequenciado por uma série de 
reações enzimãticas acopladas, que são conhecidas coletiva- 
mente como pirossequenciamento (Fig. 7.18): 


1. Flui-se uma solução contendo apenas um dos quatro dN- 
TPs sobre a lâmina que contém as pérolas. Se o dNTP for 
complementar à primeira base não pareada da fita-molde, a 
DNA-polimerase cataliza sua adição ao oligonucleotídeo ini- 
ciador e übera um íon pirofosfato (Fig. 5.31), 

2. Na reação catalizada pela enzima ATP-sulfurilase, o 
íon pirofosfato reage com a adenosina-5'-fosfossulfato para 
produzir ATP. 

3. Na reação catalizada pela enzima do vagalume luciferase, 
o ATP reage com luciferina e 0 2 para produzir oxiluciferina e 
um facho de luz visível (fenômeno chamado de quimiolumi- 
nescência). O poço do qual emanou o facho de luz e sua in- 
tensidade é registrado por um sistema de imagem, de modo a 
identificar aqueles poços nos quais o nucleotídeo foi adiciona- 
do à fita do iniciador. A intensidade da luz é proporcional ao 
número de nucleotídeos que reagiram, de modo que quando 
dois ou mais nucleotídeos consecutivos do mesmo tipo foram 
adicionados à fita do iniciador, seu número é determinado. 
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FIQURA 7.18 As reações de pirossequenáamento. 
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4- Na preparação do próximo ciclo da reação, quaisquer 
dNTPs e ATP que não reagiram são hidrolizados a mononu- 
cleotídeos (NMPs) e íon fosfato por uma etapa de lavagem 
que contém a enzima apirase. 

Essa série de reações é automaticamente repetida pelo uso 
sequencial dos quatro dNTPs e repetição de todo o proces- 
so. Desta maneira, as sequências de -400.000 fragmentos de 
DNA (leituras), com uma extensão de mais de 400 nt, podem 
ser determinadas simultaneamente, cada uma com acurácia 
de —99%, em uma corrida de 4 horas (por isso o sistema 454 
é mais que 300 vezes mais rápido do que os atuais sistemas de 
sequenciamento com base no método de Sanger). 

As 106 milhões de leituras do genoma do Watson foram 
montadas por meio do seu mapeamento com a sequência do 
genoma humano determinada pelo CISGH (usando progra- 
mas similares aos descritos na Seção 7.4Bg), evitando assim o 
difícil processo computacional de montagem do genoma com 
base nas sobreposições, e eliminando a necessidade de fina- 
lização. Na verdade, os tamanhos relativamente curtos das 
leituras do sistema 454 (no máximo —400 nt, contra -800 nt 
do método de Sanger) tornaram difícil uma montagem shot- 
gun do genoma eucariótico de novo, de modo que o sequen- 
ciamento de Sanger ainda é útil. Contudo, as —4 milhões de 
leituras do genoma do Watson com alinhamento pobre ou 
ausente à sequência do CISG1 1 foram localizadas de acor- 
do com suas sobreposições (que identificaram 3,3 milhões de 
bases isoladas diferentes, conhecidas como polimorfismos de 
nucleotídeo único [SNPs, pronuncia-se snips], em relação à 
sequência do CISGH e à perda ou ganho de vários segmen- 
tos cromossômicos que podiam atingir um tamanho de até 
1,5 milhões de pb). 

Os tamanhos das leituras do sistema 454 são suficien- 
tes para montar gen ornas bacterianos de novo , embora seja 
necessária uma redundância de 15 vezes para fazê-lo acura- 
damente, contra uma redundância de 6 a 8 vezes para o se- 
quenciamento de Sanger. Apesar disso, com o uso do sistema 
454, a sequência de um genoma bacteriano típico pode ser 
determinada em menos de uma semana, a um custo de al- 
guns milhares de dólares. 

b. Outras tecnologias de sequenciamento de DNA 
Várias outras plataformas de sequenciamento de DNA da 
próxima geração, cada uma usando uma tecnologia de se- 
quenciamento diferente, embora massivamente paralela, es- 
tão disponíveis. Por exemplo, o sistema SOLiD, da Applied 
Biosystems, pode sequenciar simultaneamente -180 mil- 
lhões de fragmentos de DNA, com leituras de até 50 nt cada, 
totalizando até —9 bilhões de nt em uma única corrida, en- 
quanto o Analizador de Genoma, da Illumina (originalmente 
Solexa), pode sequenciar simultaneamente —50 milhões de 
fragmentos de DNA, com leituras de até 50 nt cada, totali- 
zando até —2,5 bilhões de nt em uma única corrida. A lei- 
tura curta desses dois sistemas os torna inadequados para 
uso em sequenciamento de genoma de novo. Apesar disso, 
até meados de 2010, centenas de sequências de genomas 
humanos haviam sido determinadas por meio do uso do sis- 
tema Illumina e da identificação de alterações na sequência 
das leituras em relação a sequências de genomas humanos 
previamente determinadas (processo chamado rcssequen- 
ciamento). Ademais, há muitas aplicações para as quais são 


adequados os sistemas que geram leituras curtas, como por 
exemplo o ressequenciamento seletivo de porções dos ge- 
nomas de vários indivíduos para se descobrir SNPs relacio- 
nados a doenças, a identificação de alterações genéticas em 
tumores malignos e a triagem de mutações entre populações 
de bactérias relacionadas. 

A terceira geração de tecnologias de sequenciamento 
que está no horizonte promete sequenciamentos de DNA 
ainda mais rápidos e baratos. Essas tecnologias sequen- 
ciam diretamente moléculas únicas de DNA, em vez de 
primeiro amplificá-las por clonagem ou PCR, como fazem 
as tecnologias de sequenciamento atualmente disponíveis. 
Por exemplo, um sistema em desenvolvimento pela Pacific 
Biosciences liga permanentemente uma única molécula de 
DNA-polimerase ao fundo de um poço cilíndrico de ape- 
nas —50 nrn de diâmetro. A molécula de DNA-polimerase 
sintetiza a fita complementar à fila-molde que está sendo 
sequenciada usando dNTPs cujos grupos y-fosfato estão 
unidos covalenlemente a um corante fluorescente, tendo 
um corante fluorescente diferente para cada uma das qua- 
tro bases. O volume dos poços é tão pequeno (2 X 1CT 20 L) 
que as moléculas de dNTP unidas ao corante livremente di- 
fundíveis em solução dificilmente entram no poço, e o fazem 
por poucos microssegundos antes de se distanciarem por di- 
fusão. Por oposição, a DNA-polimerase que incorpora um 
dNTP em uma cadeia crescente de DNA segura-o por deze- 
nas de milissegundos antes de liberar o íon pirofosfato unido 
ao corante na solução e começar um novo ciclo de síntese. 
Durante esse tempo, ao ser excitado por laser , o dNTP flu- 
orescente emite luz, que é detectada por um sistema óptico 
sofisticado que mede somente a luz que emana do fundo do 
poço, identificando assim o dNTP que está sendo incorpora- 
do. Esse sistema produz leituras de dezenas de milhares de 
nucleotídeos em cada um dos milhares de poços. No futuro, 
haverá sistemas em que moléculas únicas de DNA passarão 
por pequenos buracos (nanoporos) e identificarão as bases 
ao medirem alterações elétricas sutis à medida que cada base 
atravessar o nanoporo, 

D. Sequenciamento de ácidos nucieicos versus 
sequenciamento de aminoácidos 

As sequências de aminoácidos das proteínas são especifica- 
das pelas sequências de bases dos ácidos nucieicos (Seção 
5.4Bb). Como consequência, com o conhecimento do código 
genético (Tabela 5.3) e da natureza das sequências de inicia- 
ção da transcrição e tradução (Seções 31.3 e 32.3C), a estru- 
tura primária de uma proteína pode ser inferida a partir da 
sequência do ácido nucleico correspondente. Inicialmente, 
as técnicas de sequenciamento de ácidos nucieicos estavam 
muito atrás daquelas de proteínas. Porém, no final da década 
de 1970, os métodos de sequenciamento de DNA avançaram 
a ponto de tornarem muito mais fácil sequenciar um segmen- 
to de DNA do que a proteína codificada por ele. Embora a 
grande maioria das estruturas primárias de proteínas conhe- 
cidas tenham sido inferidas a partir de sequências de DNA, 
o sequenciamento direto de proteína permanece uma ferra- 
menta bioquímica importante, por várias razões: 

1. Ligações dissulfeto podem ser localizadas somente pelo 
sequenciamento de proteínas. 
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2. Após sua biossíntese, muitas proteínas são modificadas 
pela remoção de certos resíduos e por modificações específi- 
cas de outros (Seção 32.5). A natureza dessas modificações, 
frequentemente essenciais à função biológica da proteína, 
pode ser determinada apenas pelo sequenciamento direto da 
proteína. 

3. Uma das maneiras mais eficientes de identificar o gene 
que codifica uma proteína de interesse é determinar a se- 
quência de amino ácidos de pelo menos uma porção da pro- 
teína, inferir a sequência de bases do segmento de DNA que 
codifica esse segmento polipeptídico e isolar o(s) gene(s) 
contendo a sequência de bases por meio de Southern blot- 
ting ou PCR (Seções 5.5D e 5.5F). Esse processo é conhecido 
como genética reversa, porque, em procariotos, a genética 
tem sido usada tradicionalmente para caracterizar proteínas 
em vez do processo inverso. Obviamente, para os organismos 
cujos genomas foram sequenciados, esse processo pode ser 
realizado in silico (por computador). 

4. O código genético “padrão” não é universal: aqueles da 
mitocôndria e de alguns protozoários são um pouco diferen- 
tes (Seção 32.1Db). Além disso, em certas espécies de proto- 
zoários, os transcritos de RNA são “editados”, ou seja, suas 
sequências são alteradas antes de serem traduzidas (Seções 
3 1.4 Ar e 31.4As). Essas anomalias no código genético foram 
descobertas pela comparação das sequências de aminoácidos 
de proteínas com a sequência de bases dos genes correspon- 
dentes. Se existirem outras anomalias no código genético, 
estas serão, sem dúvida, descobertas da mesma maneira. 


3 EVOLUÇÃO QUÍMICA 

Os indivíduos, bem como a espécie inteira, são caracteriza- 
dos pelos seus genomas. O genoma de um organismo espe- 
cifica as sequências de aminoácidos de todos os membros de 
seu proteoma (todas as proteínas codificadas pelo genoma), 
incluindo a quantidade e o cronograma de surgimento em 
cada célula. Portanto, a composição proteômica de um or- 
ganismo é consequência direta de sua composição genômica. 

Nesta seção, serão abordados os aspectos evolutivos das 
sequências de aminoácidos, o estudo da evolução química 
das proteínas. Alterações evolutivas, que surgem a partir de 
eventos de mutação aleatórios, frequentemente alteram a 
estrutura primária de uma proteína. Uma mutação em uma 
proteína, para que seja propagada, deverá de alguma ma- 
neira aumentar, ou ao menos não diminuir, a probabilidade 
de seu possuidor sobreviver para reproduzir. Muitas muta- 
ções são deletérias e com frequência letais em seus efeitos, 
desaparecendo rapidamente. Em raras ocasiões, no entanto, 
surge uma mutação que, como será visto a seguir, melhora a 
aptidão de seu hospedeiro ao ambiente natural. 

A. Anemia falciforme: a influência da seleção natural 

A hemoglobina, o pigmento vermelho do sangue, é uma pro- 
teína cuj a principal função é transportar oxigênio pelo cor- 
po. A molécula de hemoglobina é um tetrâmero a 2 p 2 , isto é, 
consiste em duas cadeias a idênticas e duas cadeias p idên- 
ticas (Fig. 7.1 d). A hemoglobina fica contida nos eritrócitos 
(glóbulos vermelhos do sangue; do grego: erythros, vermelho 
+ kytos, saco vazio) e corresponde a ~33% do peso destes 


em indivíduos normais, uma concentração que é próxima 
daquela da hemoglobina no estado cristalino. Em cada ciclo 
do percurso pelo sistema circulatório, os eritrócitos, que nor- 
malmente são discos bicôncavos flexíveis (Fig. 7.19a), devem 
espremer-se no interior de vasos capilares sanguíneos, que 
têm diâmetros menores do que os próprios eritrócitos. 

Em indivíduos portadores da doença hereditária anemia 
falciforme, muitos eritrócitos adotam, sob as condições de 
baixa concentração de oxigênio típicas dos capilares, uma 
forma de foice irregular (Fig. 7.19b). Essa “falciformação” 
aumenta a rigidez dos eritrócitos, dificultando sua livre pas- 
sagem pelos capilares. Assim, essas células falciformes difi- 
cultam o fluxo de sangue nos capilares a tal ponto que, em 
uma “crise” falciforme, o fluxo sanguíneo em algumas áreas 
pode ficar completamente bloqueado, acarretando, con- 
sequentemente, dano tecidual extenso e dor intensa. Além 
disso, indivíduos com anemia falciforme sofrem de anemia 
hemolítica grave (condição que se caracteriza por destruição 
dos glóbulos vermelhos), porque a fragilidade mecânica au- 
mentada dos eritrócitos diminui pela metade o tempo de vida 
médio de 120 dias dessas células. Os efeitos deletérios dessa 
doença são tais que, antes da segunda metade do século XX, 
indivíduos com anemia falciforme raramente sobreviviam 
até a vida adulta (embora os tratamentos modernos, de for- 
ma alguma, se constituem em cura) . 



(b) 


FIGURA 7.19 Micrografias eletrônicas de varredura de eri- 
tródtos humanos, (à) Eritrócitos humanos normais revelando 
sua forma de disco bicôncavo. (David M. Phillips/Visuais Unli- 
mited.) ( b ) Eritrócitos falciformes de um indivíduo com anemia 
falciforme. (Bill Longcore/Photo Researchers, Inc.) 
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TABELA 7.4 


Sequências de aminoáddos do dtocromo c de 38 espécies 
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Mosca varejeira 
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Drosophila (mosca-das-frutas) 
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Levedura do fermento do pão 
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Candida krusei (levedura) 
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Neurospora crassa 
(fungo filamentoso) 
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Semente de fagópiro 

a 

A 

T 

F 

S 

E 

A 

P 

P 

G 

M 

1 

K 

s 

G 

E 

K 

1 

F 
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T 

K 

C 

A 

Q 
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H 
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Semente de girassol 

a 

A 

S 

F 

A 

E 

A 

P 

P 

G 

D 

P 

T 

T 

G 

A 

K 

! 

F 

K 

I 

K 

C 

A 

Q 

c 

H 

T 

V 

E 

K 

G 

A 

G 

H 

K 

Q 

G 

P 

N 

L 

N 

G 

L 

F 

G 

R 

Q 

s 

G 

T 

T 

tu 

n 


Phaseolus aureus 
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Couve-fior 
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Semente de gergelim 
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T 
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Mamona 
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Semente de algodão 

a 
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Semente de Ahutilon 
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Número de aminoácidos diferentes 








1 

3 

5 

5 

5 
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3 

3 

4 
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3 

2 
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1 

1 

1 

1 

4 

2 

4 

1 

2 

3 

2 
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4 

1 
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2 

1 
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3 

3 

2 

1 

3 

2 

1 

3 

3 


(continua) 


As cadeias laterais dos aminoácidos foram sombreadas de acordo com suas polaridades características, de modo que um resíduo invariante ou substituído 
conservativamente é identificado por uma banda vertical de uma única cor. A letra “a” no início da cadeia indica que o grupo aminoterminal é acetilado e 
“h” indica que o grupo acetila está ausente. 

Fonte: Dickerson, R.E., Sei. Am. 226(4), 58-72 (1972), com correções de Dickerson, R.E. e Timkovich, R., in Boyer, P.D. (Ed.), The Enzymes (3rd ed.), 
Vol. 11, p. 421-422, Academic Press (1975). Ilustração: Imagem de Irving Geis da Coleção Irving Geis, Howard Hughes Medicai Institute. Impresso com 
permissão. 


a. A anemia falciforme é uma doença molecular 
Em 1945, Linus Pauling formulou corretamente a hipótese 
de que a anemia falciforme, que ele denominou como uma 
doença molecular, é o resultado da presença de uma hemo- 
globina mutante. Posteriormente, Pauling e seus colaborado- 
res demonstraram, por estudos eletroforéticos, que a hemo- 
globina humana normal (HbA) possui uma carga aniônica 
que é aproximadamente duas unidades mais negativa que a 
da hemoglobina da célula falciforme (HbS; Fig. 7.20). 

Em 1956, Vernon Ingram desenvolveu a técnica de ma- 
peamento de peptídeos (Seção 7.1J) de modo a apontar as 
diferenças entre HbA e HbS. Os mapas de Ingram das di- 
gestões por tripsina de HbA e HbS revelaram que as subuni- 
dades a eram idênticas, mas que as subunidades diferiam 
por variarem em um dos peptídeos da digestão por tripsina 
(Fig. 7.11). Estudos de sequenciamento, finalmente, indica- 
ram que essa diferença é devida à substituição do Glu p6 da 
HbA (o Glu na sexta posição de cada cadeia p) por Vai na 
HbS (Glu p6 —» Vai), substituição responsável pela diferen- 
ça de carga observada por Pauling. Essa foi a primeira vez 


que se mostrou que uma doença hereditária decorria de uma 
alteração de amino ácido específica em uma proteína. Essa 


Anemia 

falciforme 

Traço 

falciforme 

Normal 


FIGURA 7.20 Padrão eletroforético de hemoglobinas de 
indivíduos normais, de indivíduos com traço falciforme e com 
anemia falciforme. (De Montgomery, R., Dryer, R.L., Conway, 
T.W. e Spector, A. A., Biochemistry, A Case Oriented Approach 
[4th ed.], p. 87. Figura impressa com a permissão de C.V. 

Mosby Company, Inc.) 
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TABELA 7.4 ( Continuação ) 
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H idrofil ico h ácido: 

D 

Asp 

E 

Glu 











Hidrofílico, básico: 

H 

His 

K 

Lys 

R 

Arg 

X 

TrimelilLys 





Polar, não carregado: 

B 

Asn or Asp 

G 

Gly 

N 

Asn 

Q 

Gin 

s 

Ser 

T Thr 

w 

Hidrofóbico: 

A 

Ala 

C 

Cys 

F 

Phe 

1 

Ile 

L 

Leu 

M 

Met 

P Pro 

V 


Trp 


Vai 


Tyr 


Gin ou Glu 


mutação causa a agregação da HbS desoxigenada, formando 
filamentos de tamanho e rigidez suficientes para deformar os 
eritrócitos - exemplo notável da influência da estrutura pri- 
mária na estrutura quaternária. A estrutura desses filamen- 
tos será discutida na Seção 10.3B. 

b. 0 traço falciforme característico 
confere resistência à malária 

A anemia falciforme é herdada de acordo com as leis da 
genética mendeliana (Seção 1.4B). A hemoglobina dos in- 
divíduos homozigotos para anemia falciforme é quase que 
somente HbS. Em indivíduos heterozigotos para anemia 
falciforme, ao contrário, —40% da hemoglobina é HbS 
(Fig. 7.20). Essas pessoas, possuidoras do chamado traço 
falciforme, levam uma vida normal, apesar de seus eritró- 
citos terem meia-vida mais curta do que os de indivíduos 
normais. 

O traço e a doença falciformes ocorrem principalmente 
em pessoas de descendência africana equatorial. As regiões 
da África equatorial, onde a malária é a principal causa de 


morte (contribuindo para taxas de mortalidade infantil tão 
altas quanto 50%), como indicado na Fig. 7.21, coincidem 
quase exatamente com aquelas áreas onde o gene para a 
anemia falciforme é prevalente (presente, em algumas áreas, 
em até 40% da população). Essa observação levou Anthony 
Allison à descoberta de que indivíduos heterozigotos para 
HbS são resistentes à malária, isto é, eles têm menos chance de 
morrerem por infecção por malária. 

A malária é uma das doenças infecciosas mais letais que 
atualmente afligem a humanidade: das 2,5 bilhões de pessoas 
que vivem em áreas endêmicas para malária, há sempre 100 
milhões clinicamente doentes, e pelo menos 1 milhão, a maio- 
ria crianças muito novas, morrem de malária a cada ano. Na 
África, a malária é causada pelo protozoário, transmitido por 
mosquitos, Plasmodium falciparum, que reside dentro dos 
eritrócitos durante a maior parte do seu ciclo de vida de 48 
horas. Os plasmódios aumentam a acidez dos eritrócitos in- 
fectados em —0,4 unidades de pH e causam a adesão destes 
a proteínas específicas que revestem as paredes dos capilares, 
através de botões proteicos que se desenvolvem na superfície 
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FIGURA 7.21 O mapa indica as regiões do mundo onde, até 
1930, a malária causada pelo P. falciparum era prevalente, e a 
distribuição do gene para anemia falciforme. 

dos eritrócitos (senão o baço removeria da circulação os eri- 
trócitos infectados, destruindo os parasitos). Quando há mui- 
tos eritrócitos alojados em um órgão vital (como o cérebro 
na malária cerebral), impedindo significativamente o fluxo de 
sangue, a morte é o resultado frequente. 

Como é que o traço falciforme confere resistência à ma- 
lária? Normalmente, observa-se que —2% dos eritrócitos 
de indivíduos com traço falciforme adotam a forma de foice 
sob as condições de baixa concentração de oxigênio encon- 
trada nos capilares. No entanto, o baixo pH dos eritrócitos 
infectados aumenta a proporção de eritrócitos falciformes 
para —40%. Assim, durante os estágios iniciais da infec- 
ção por malária, o aumento na adoção da forma falciforme 
promovida pelo parasito causa a remoção preferencial de 
eritrócitos infectados da circulação. Nos estágios tardios da 
infecção, quando os eritrócitos parasitados estão aderidos 
às paredes capilares, a adoção da forma de foice induzi- 
da pelo ambiente pobre em oxigênio pode, mecânica e/ou 
metabolicamente, romper o parasito. Consequentemente, 
portadores do traço falciforme em uma região de incidên- 
cia de malária têm uma vantagem adaptativa: a fração da 
população de heterozigotos (portadores do traço falcifor- 
me) nessas áreas aumenta até que a vantagem reprodutiva 
seja balanceada pela inviabilidade da proporção crescente 
de homozigotos (aqueles com anemia falciforme) . Portanto, 
a anemia falciforme fornece um exemplo Darwiniano clás- 
sico das consequências adaptativas de uma única mutação 
na constante competição biológica entre organismos pelos 
mesmos recursos. 

B. Variações entre espécies em proteínas 
homólogas: os efeitos da alteração neutra 

As estruturas primárias de uma dada proteína de espécies re- 
lacionadas são muito parecidas umas com as outras. Supondo 
que, de acordo com a teoria evolucionária, espécies relacio- 
nadas evoluíram a partir de um ancestral comum, então cada 
uma das proteínas deve, da mesma maneira, ter evoluído a 
partir da proteína correspondente daquele ancestral comum. 


Mesmo uma proteína que está bem-adaptada a sua fun- 
ção, isto é, que não está sujeita a um melhoramento fisiológico 
significativo, continua evoluindo. A natureza aleatória dos 
processos de mutação, com o passar do tempo, alterará tal 
proteína de maneira que sua função não será alterada, um 
processo chamado alteração neutra (mutações prejudiciais 
são, é claro, rapidamente rejeitadas pela seleção natural). 
Portanto, a comparação das estruturas primárias de proteínas 
homólogas (proteínas relacionadas evolutivamente) indicam 
quais dos resíduos da proteína são essenciais a sua função, 
quais têm menos importância e quais têm funções específi- 
cas de menor importância. Se, por exemplo, for encontrada 
a mesma cadeia lateral em uma posição específica da se- 
quência de amino ácidos de uma série de proteínas relacio- 
nadas, pode-se concluir que as propriedades estruturais e/ 
ou químicas do assim chamado resíduo invariante o tomam 
fundamental a alguma função essencial da proteína. Outras 
posições de aminoácidos podem possuir requerimentos me- 
nos estritos de cadeias laterais, de modo que são necessários 
resíduos com cadeias laterais de características similares (p. 
ex., aqueles de propriedades ácidas: Asp e Glu); diz-se que 
essas posições são substituídas conservativamente. Por outro 
lado, muitos resíduos de aminoácidos diferentes podem ser 
tolerados em uma dada posição, o que indica que as exigên- 
cias funcionais daquela posição não são tão específicas. Tal 
posição é chamada de hipervariável. 

a. O citocromo c é uma proteína bem-adaptada 

Para ilustrar esses pontos, considere-se a estrutura primária 
de uma proteína eucariótica praticamente universal, o cito- 
cromo c. O citocromo c possui uma única cadeia polipeptídi- 
ca que, em vertebrados, consiste em 103 ou 104 resíduos, mas 
em outros phyla possui até 8 resíduos a mais na extremidade 
N-terminal. Está presente na mitocôndria como parte da ca- 
deia de transporte de elétrons, um sistema metabólico com- 
plexo que atua na oxidação final de nutrientes para produzir 
trifosfato de adenosina (ATP) (Seção 22,2). A função do ci- 
tocromo c é transferir elétrons entre um grande complexo 
enzimático, conhecido como citocromo c-redutase, e outro, 
chamado citocromo c-oxidase. 

Aparentemente, a cadeia de transporte de elétrons ado- 
tou sua presente forma entre 1,5 e 2 bilhões de anos atrás, 
à medida que organismos desenvolveram a habilidade de 
respirar (Seção 1.5Cb). Desde aquela época, os componen- 
tes desse sistema multienzimático mudaram muito pouco, 
como é evidenciado pela observação de que o citocromo c 
de qualquer organismo eucariótico, como o de um pombo, 
reagirá in vitro com a citocromo-oxidase de qualquer outro 
eucarioto, por exemplo, trigo. De fato, citocromos c híbridos, 
consistindo em fragmentos de espécies tão distantemente re- 
lacionadas, como cavalo e levedura (preparados por técnicas 
de engenharia genética), ligados covalentemente exibem ati- 
vidade biológica. 

b. Comparações entre sequências de proteínas 
auxiliam na compreensão da taxonomla 

Emanuel Margoliash, Emil Smíth e outros elucidaram as se- 
quências de aminoácidos dos citocromos c de mais de 100 
espécies eucarióticas amplamente diversas, variando em 
complexidade desde leveduras até humanos. As sequências 
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de 38 desses organismos estão organizadas na Tabela 7.4, de 
forma a maximizar as similaridades entre resíduos alinha- 
dos na vertical (métodos de alinhamento de sequência serão 
discutidos na Seção 7.4B). Os vários resíduos na tabela fo- 
ram coloridos de acordo com suas propriedades físicas, para 
ressaltar o caráter conservado das substituições dos aminoá- 
cidos. A inspeção da Tabela 7.4 indica que o citocromo c 
é uma proteína conservada evolutivamente. Dos seus 105 
resíduos, um total de 38 (23 são encontrados em todos que 
foram sequenciados) são invariantes, e a maioria dos demais 
resíduos é substituída conservativamente (ver última linha 
da Tabela 7.4). Por oposição, há 8 posições que podem ser 
ocupadas por seis ou mais resíduos diferentes e, como tal, 
são considerados hipervariáveis. 

A função bioquímica óbvia de certos resíduos torna fácil 
supor por que eles são invariantes. Por exemplo, a His 18 e 
a Met 80 ligam o átomo de Fe redox ativo do citocromo c; a 
substituição de qualquer um desses resíduos nessas posições 
inativa a proteína. No entanto, o significado bioquímico da 
maioria dos resíduos invariantes ou substituídos conserva- 
tivamente do citocromo c somente pode ser verificado em 
nível da estrutura tridimensional da proteína, sendo tratado 
na Seção 9. 6 A. A seguir, será considerado o que se pode de- 
duzir apenas pela comparação das sequências de aminoáci- 
dos de proteínas relacionadas. É surpreendente o quanto se 
pode inferir. 

A maneira mais fácil de comparar as diferenças evolu- 
tivas entre duas proteínas homólogas é, simplesmente, con- 
tar as diferenças de amino ácidos que há entre elas (mais 
realisticamente, deveria se considerar o menor número de 
alterações de bases de DNA necessário para converter uma 
proteína em outra, mas, devido à baixa frequência com que 
mutações são aceitas, o cálculo das diferenças de aminoãci- 
dos fornece uma informação similar). A Tabela 7.5 mostra 
as diferenças na sequência de amino ácidos entre 22 dos ci- 
tocromos c listados na Tabela 7.4. Os quadros enfatizam as 
relações entre grupos de espécies semelhantes. A ordenação 
dessas diferenças é bastante comparável àquela esperada a 
partir da taxonomia clássica. Sendo assim, citocromos c de 
primatas parecem-se mais com os de outros mamíferos do 
que, por exemplo, com os de insetos (8 a 12 diferenças para 
mamíferos vs. 26 a 31 para insetos). Da mesma forma, os ci- 
tocromos c de fungos distinguem-se tanto dos de mamíferos 
(45 a 51 diferenças) quanto dos de insetos (41 a 47) ou dos de 
plantas superiores (47 a 54). 

Por meio da análise de dados como aqueles da Tabela 
7.5, pode construir-se uma árvore filogenética (Seção 1.1 B) 
que indique as relações ancestrais entre os organismos que 
produziram as proteínas (os métodos usados para construir 
árvores filogenéticas são discutidos na Seção 7.4C). O esboço 
de uma dessas árvores para o citocromo c está mostrado na 
Fig. 7.22. Árvores semelhantes foram derivadas para outras 
proteínas. Cada ponto de ramificação da árvore indica a pro- 
vável existência de um ancestral comum para todos os orga- 
nismos acima daquele ponto. As distâncias evolutivas relati- 
vas entre pontos vizinhos nos ramos são expressadas como 
o número de aminoácidos diferentes a cada 100 resíduos da 
proteína (porcentagem de mutações pontuais aceitas, ou uni- 
dades PMA) . Isso fornece uma medida quantitativa do grau 


TABELA 7.5 Matriz das diferenças de aminoácidos para 
citocromo c de 26 espédes 

Diferenças 

médias 


Humano, chimpanzé 
Macaco Rh.es üs 
C avalo 
Burro 

Porco, vaca, ovelha 
Cachorro 
Baleia cinza 
Coelho 


12 

11 

11 

10 

10 

9 

11 

10 

10 

9 

9 

8 

10 

11 


Mosca varejeira 
Bicho-da-seda 
Trigo 

Neurospora crassa 

Levedura üü tomemo do páo 

Candida fcrusd 


10,0 


5,1 


9,9 


0 


Galinha, peru 

13 

12 

11 

10 

9 

10 

9 

8 

3 

12 

0 



Pinguim 

13 

12 

12 

11 

10 

10 

9 

8 

10 

2 



Pato 

11 

10 

10 

9 

8 

8 

7 

6 

10 


3 

q. 

Cascavel 

14 

15 

22 

21 

20 

21 

19 

18 

2T 

Í9 

20 

17 

Tartaruga 

15 

14 

11 

10 

9 

9 

8 

9 

11 

8 

8 

7 

Sapo-boi 

18 

17 

14 

13 

11 

12 

11 

11 

13 

11 

12 

11 

Atum 

21 

21 

19 

18 

17 

18 

17 

17 

18 

17 

18 

17 


27 26 22 22 22 
31 30 29 28 27 
43 43 46 45 45 
48 47 46 46 46 
45 45 46 45 45 
51 5151 50 50 


21 22 21 24 23 24 22 29 24 22 24 
25 27 26 28 28 27 27 31 28 29 32 


47,0 


44 44 44 47 46 46 46 46 46 48 49 45 45 
46 46 46 49 47 48 46 47 49 49 48 41 47 

45 45 45 46 46 45 46 47 49 47 47 45 47 47 41 0 
49 50 50 51 51 50 51 5153 5148 47 47 50 42 27 0 
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Cada dado na tabela indica o número de aininoãcidos diferentes entre os 
citocromos c das espécies à esquerda e abaixo daquele dado. 

(Tabela publicada com a permissão de Irving Geis.) 


de relação das várias espécies que não pode ser fornecida 
pela taxonomia macroscópica. Observa-se que as distâncias 
evolutivas dos citocromos c modernos a partir do ponto de 
ramificação mais baixo na sua árvore são aproximadamente 
as mesmas. Evidentemente, os citocromos c das assim cha- 
madas formas inferiores de vida evoluíram tanto quanto os 
das formas superiores. 

c. As proteínas evoluem a taxas características 
As distâncias evolutivas entre várias espécies podem ser co- 
locadas em um gráfico versus a época em que, de acordo com 
registros fósseis datados por radioatividade, as espécies di- 
vergiram. Para o citocromo c, esse gráfico é essencialmente 
linear, indicando assim que o citocromo c acumulou muta- 
ções a uma taxa constante na escala geológica de tempo (Fig. 
7.23). Este é também o caso para outras três proteínas, cujas 
taxas de evolução estão indicadas na Fig. 7.23. Cada uma tem 
sua taxa de alteração característica, conhecida como unidade 
de período evolutivo, que é definida como o tempo neces- 
sário para a sequência de aminoácidos de uma proteína so- 
frer alteração em 1 % depois que duas espécies tenham diver- 
gido. Para o citocromo c, a unidade de período evolutivo é 
20 milhões de anos. Compare-o com uma proteína que varia 
muito menos, a histona H4 (600 milhões de anos) e com ou- 
tras que variam muito mais, a hemoglobina (5,8 milhões de 
anos) e os Bbrinopeptídeos (1,1 milhão de anos). 

Essas informações não implicam que as taxas de muta- 
ção dos DNAs que especificam essas proteínas sejam dife- 
rentes, mas sim que a taxa em que as mutações são aceitas 
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FIGURA 7.22 Árvore fílogenética do citocromo c. A árvore foi gerada pela análise, auxiliada por computador, dos dados de di- 
ferenças, como aqueles na Tabela 7.5 (Seção 7.4C). Cada ponto de ramificação indica a existência de um organismo supostamente 
ancestral às espécies colocadas acima dele. Os números ao lado de cada ramo indicam as diferenças inferidas, em unidades PM A, 
entre os citocromos c dos pontos de ramificação ou espécies adjacentes. (Segundo Dayhoff, M.O., Park, C.M., e McLaughlin, P.J., 
in Dayhoff, M.O. (Ed.), Atlas of Protein Sequence and Structure, p. 8, National Biomedical Research Foundation [1972].) 


na proteína depende de quanto as alterações nos aminoáci- 
dos afetam sua função. O citocromo c, por exemplo, é uma 
proteína bastante pequena em que, ao exercer sua função 
biológica, grande parte de sua área de superfície deve intera- 
gir com grandes complexos proteicos. Qualquer mutação no 
citocromo c muito provavelmente afetará essas interações, 
a menos que, é claro, os complexos sofram mutações simul- 
tâneas para acomodar a alteração, acontecimento altamente 
improvável. Isso explica a estabilidade evolutiva do citocro- 
mo c. A histona H4 é uma proteína que se liga ao DNA nos 
cromossomos eucarió ticos (Seção 34.1 A). Sua função central 
no empacotamento dos arquivos genéticos evidentemente a 
torna extremamente intolerante a quaisquer alterações mu- 
tacionais. De fato, a histona H4 está tão bem adaptada a sua 
função que as histonas H4 de ervilhas e vacas, espécies que 
divergiram há 1,2 bilhão de anos, diferem por apenas duas 
alterações conservativas nos seus 102 aminoácidos. A hemo- 


globina, assim como o citocromo c, é uma máquina molecu- 
lar intrincada (Seção 10.2). No entanto, ela existe na forma 
livre, de modo que os grupos da sua superfície em geral são 
mais tolerantes a alterações do que aqueles do citocromo c 
(embora não no caso da HbS; Seção 10.3B). Isso explica a 
maior taxa de evolução da hemoglobina. Os fibrinopeptídeos 
são polipeptídeos, de ~20 resíduos, hidrolisados proteolitica- 
mente da proteína de vertebrados fibrmogênio quando esta 
é convertida a fíbrina no processo de coagulação sanguínea 
(Seção 35.1 A). Assim que foram excisados, os fibrinopeptí- 
deos são descartados, de modo que existe relativamente pou- 
ca pressão seletiva para que eles mantenham suas sequências 
de aminoácidos, e assim suas taxas de variação são altas. Se 
presumir-se que os fibrinopeptídeos estão evoluindo alea- 
toriamente, então as já descritas unidades de período evolu- 
tivo indicam que, para a hemoglobina, apenas 1,1/5, 8 = 1/5 
das alterações de aminoácidos são aceitáveis, isto é, são inó- 
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FIGUR/ 7.23 Taxas de evolução para quatro proteínas não relacionadas. O gráfico foi construído colocando-se as diferenças 
médias, em unidades PMA, das sequências de aminoácidos dos dois lados de um ponto de ramificação de uma árvore filogenética 
(corrigidas para permitir mais de uma mutação em uma dada posição) contra o tempo quando, de acordo com registros fósseis, 
espécies correspondentes divergiram a partir de seu ancestral comum. As barras de erro indicam a distribuição experimental dos 
dados de sequência. A taxa de evolução de cada proteína, que é proporcional à inclinação da reta, está indicada ao lado da reta 
em unidades de período evolutivo. (Ilustração: Imagem de Irving Geis da Coleção Irving Geis, Howard Hughes Medicai Institute, 
EUA. Impresso com permissão.) 


cuas, enquanto esta quantidade é 1/18 para o citocromo c e 
1/550 para a histona H4. 

d. As taxas de mutação são constantes com o tempo 
Substituições de aminoácidos em uma proteína resultam, na 
maior parte das vezes, de alterações em uma única base no 
gene que codifica a proteína (Seção 5.4B). Se essas mutações 
pontuais ocorrerem sobretudo em consequência de erros no 
processo de replicação do DNA, então a taxa na qual uma 
dada proteína acumula mutações seria constante em relação 
ao número de gerações celulares. Se, entretanto, os proces- 


sos de mutação resultarem de degradação química aleatória 
do DNA, então a taxa de mutação seria constante em relação 
ao tempo absoluto. Para escolher entre essas hipóteses alter- 
nativas, compara-se a taxa de divergência do citocromo c em 
insetos com aquela em mamíferos. 

Insetos apresentam tempos de geração mais curtos do 
que mamíferos. Por consequência, se a replicação do DNA 
for a principal fonte de erros mutacionais, então, desde a 
época em que as linhagens de insetos e mamíferos divergi- 
ram, os insetos teriam evoluído a partir das plantas mais do 
que os mamíferos. Contudo, uma simples árvore filogenética 
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(Fig. 7.24) indica que o número médio de diferenças de ami- 
noácidos entre os citocromos c de insetos e plantas (45,2) é 
essencialmente o mesmo daquele entre mamíferos e plantas 
(45,0). Deve-se, portanto, concluir que o citocromo c acumu- 
la mutações em uma taxa uniforme em relação ao tempo, e 
não em relação ao número de gerações celulares. Isso, por 
sua vez, implica que mutações pontuais no DNA acumulam a 
uma taxa constante com o tempo , ou seja, por meio de altera- 
ção química aleatória, em vez de resultarem principalmente de 
erros no processo de replicação. 

e. Comparações de sequências indicam quando 
os principais reinos dos seres vivos divergiram 

Estimativas de quando duas espécies divergiram, isto é, a 
última vez que elas tiveram um ancestral comum, são fun- 
damentadas sobretudo em registros fósseis datados por ra- 
diação. No entanto, existem registros de macrofósseis de 
apenas —600 milhões de anos atrás (depois do surgimento 
de organismos multicelulares), ao passo que comparações 
filogenéticas de microfósseis (fósseis de organismos unice- 
lulares) com base na morfologia não são confiáveis. Assim, 
estimativas anteriores de quando os principais grupos de 
organismos (animais, plantas, fungos, protozoários, eubac- 
térias e células arqueais [anteriormente denominadas arqui- 
bactérias]; Figs. 1.4 e 1.11) divergiram um do outro (p. ex., 
o lado direito da Fig. 7.23) são apenas aproximações, funda- 
mentadas principalmente em considerações de característi- 
cas compartilhadas. 

Os bancos de dados cada vez maiores de sequências de 
aminoácidos (Seção 7.4A) permitiram a Russell Doolittle 
comparar as sequências de uma ampla variedade de enzi- 
mas que possuem representantes homólogos em muitos dos 
principais grupos citados anteriormente (531 sequências 
de 57 enzimas diferentes). Essa análise é consistente com a 
existência de um relógio molecular, que fornece estimativas 
confiáveis de quando esses grupos teriam divergido. Esse 
relógio molecular, com base na suposição de que sequên- 
cias homólogas divergem a uma taxa uniforme, foi calibrado 
usando- se sequências de vertebrados para os quais existem 
registros fósseis razoavelmente confiáveis. Essa análise in- 
dica que animais, plantas e fungos tiveram um ancestral co- 
mum há —1 bilhão de anos, tendo as plantas divergido dos 
animais pouco antes dos fungos; também indica que as prin- 
cipais linhagens de protozoários separaram-se daquelas de 
outros eucariotos —1,2 bilhão de anos atrás; que o último 
ancestral comum que os eucariotos compartilharam com as 
células arqueais foi há 1 ,8 bilhão de anos e com as bactérias 
foi há pouco mais de 2 bilhões de anos; e que as bactérias 
gram-positivas e gram-negativas divergiram —1,4 bilhão de 
anos atrás. 

f. A evolução das proteínas pode não ser 
a base da evolução dos organismos 

Embora haja uma concordância estreita entre as árvores 
filogenéticas derivadas de similaridades de sequências e as 
análises taxonômicas clássicas, aparentemente a evolução 
na sequência de proteínas não é a única ou mesmo a mais 
importante base da evolução dos organismos. As sequências 
dos genomas dos humanos e do parente mais próximo do ho- 
mem, o chimpanzé, são quase 99% idênticas, sendo que as 
proteínas correspondentes apresentam, em média, diferen- 
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FIGURA 7.24 Árvore filogenética para o citocromo c. A 

árvore mostra o número médio de diferenças de aminoácidos 
entre citocromos c de mamíferos, insetos e plantas. Desde o 
ponto de ramificação, mamíferos e insetos divergiram das plan- 
tas igualmente. (Adaptada de Dickerson, R.E., e Timkovitch, 
R., in Boyer, P.D. [Ed.], The Enzymes [3rd ed.j, Yol. 11, p. 447, 
Academic Press [1975].) 

ças de apenas dois aminoácidos, e —29% das proteínas são 
idênticas (incluindo o citocromo c). Esse é o nível de homo- 
logia observado entre espécies gêmeas de mosca-das-frutas e 
de mamíferos. Apesar disso, as diferenças anatômicas e com- 
portamentais entre humanos e chimpanzés são tão grandes 
que essas espécies foram classificadas em famílias diferentes. 
Isso sugere que a rápida divergência de humanos e chimpan- 
zés é devida a relativamente poucas alterações mutacionais 
nos segmentos de DNA que controlam a expressão gênica , ou 
seja, onde, quando e o quanto de cada proteína será produzi- 
da. Tais mutações não alteram necessariamente as sequên- 
cias protéicas, mas podem resultar em grandes alterações no 
organismo. 

C. Evolução por meio de duplicação gênica 

A maioria das proteínas possui extensas similaridades de se- 
quência com outras proteínas do mesmo organismo. Essas 
proteínas surgiram por meio de duplicação gênica, resulta- 
do de um evento de recombinação genética aberrante, no 
qual um único cromossomo adquiriu duas cópias do gene 
primordial em questão (o mecanismo de recombinação ge- 
nética será discutido na Seção 30. 6 A). A duplicação gênica é 
um modo de evolução particularmente eficiente, uma vez que 
um dos genes duplicados pode desenvolver uma nova função 
pela seleção natural, enquanto sua contraparte continua di- 
recionando a síntese da proteína ancestral, presumivelmente 
essencial. 

A família de proteínas da globina, que inclui a hemo- 
globina e a mioglobina, fornece um excelente exemplo de 
evolução por duplicação gênica. A hemoglobina transporta 
oxigênio dos pulmões (ou guelras ou pele) aos tecidos. A 
mioglobina, que ocorre nos músculos, facilita a rápida difu- 
são de oxigênio através desse tecido, funcionando também 
como uma proteína de armazenamento de oxigênio. As se- 
quências das subunidades a e j8 da hemoglobina ( lembrando 
que a hemoglobina é um tetrâmero a 2 fi 2 ) e da mioglobina (um 
monômero) são bastante similares. 
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A árvore filogenética da família da globina indica que, 
nos humanos, seus membros surgiram por meio da seguinte 
sequência de eventos (Fig. 7.25): 

1 . É provável que a globina primordial funcionasse sim- 
plesmente como uma proteína armazenadora de oxigênio. 
Realmente, as globinas ainda têm essa função em alguns 
invertebrados atuais. Por exemplo, o tratamento do caracol 
Planorbis com CO (cuja ligação inibe a ligação da globina 
a 0 2 ; Seção 10.1 A) não afeta seu comportamento em águas 
bem-aeradas, mas se a concentração de oxigênio é reduzida, 
um Planorbis envenenado torna-se ainda mais gosmento que 
o normal. 

2. A duplicação, há 1,1 bilhão de anos, de um gene de glo- 
bina primordial permitiu que os dois genes resultantes evo- 
luíssem separadamente, de tal forma que, em grande parte 


devido a uma série de mutações, surgiu uma hemoglobina 
monomérica que tinha uma afinidade menor pelo oxigênio, o 
que a possibilitou transferir o oxigênio à mioglobina em de- 
senvolvimento. Essa hemoglobina monomérica ainda pode 
ser encontrada no sangue da lampreia, um vertebrado primi- 
tivo que, de acordo com registros de fósseis, tem mantido a 
morfologia serpentiforme por mais de 425 milhões de anos. 

3. O caráter tetramérico da hemoglobina é uma caracterís- 
tica estrutural que aumenta bastante sua habilidade de trans- 
portar oxigênio de maneira eficiente (Seção 10.2C). Isso for- 
neceu uma vantagem adaptativa que deu origem à evolução 
da cadeia fl a partir da cadeia a duplicada. 

4. Nos fetos de mamíferos, o oxigênio é obtido da circu- 
lação materna. A hemoglobina fetal, um tetrâmero a 2 7 2 no 
qual a cadeia 7 é uma variante de um gene duplicado da ca- 


Famílía da hemoglobina 0 


Família da hemoglobina a 

Macaco 
Humanos Rbesus 


Macaco Macaco 

Humanos R^esi/s Humanos Rftesus 


Vaca 


Mioglobinas 



Baleia 


Galinha 


Lampreia 


Ornitorrinco 


Galinha 


Tubarão 


Lampreia 


Globina 
■ primordial 

/ 

FIGURA 7.25 Arvore filogenética da família das globinas. Os pontos de ramificaçao marcados com círculo representam dupli- 
cações gênicas, e os pontos de ramificação sem círculo representam divergências de espécies. (Segundo Dickerson, R.E. e Geis, L, 
Hemoglobin, p. 82, Benjamin/Cummings [1983].) 
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deia |3, evoluiu de forma a ter uma afinidade pelo oxigênio 
intermediária entre a hemoglobina de um adulto normal e a 
mioglobina. 

5. Embriões humanos, nas primeiras oito semanas após a 
concepção, produzem a hemoglobina em que as cadeias 
£ e e são variantes de genes duplicados das cadeias a e [3, res- 
pectivamente. 

6. Nos primatas, a cadeia |3 sofreu uma duplicação relativa- 
mente recente para formar a cadeia 8. A hemoglobina a 2 ô 2 , 
que existe como um componente minoritário (~1%) das 
hemoglobinas em adultos normais, não possui uma função 
específica conhecida. Talvez venha a desenvolver alguma 
(embora o genoma humano contenha resquícios de genes de 
globina que não são mais expressos; Seção 34.2Fa). 

Proteínas homólogas do mesmo organismo e genes que 
as codificam são chamados de parálogos (do grego: para , pa- 
ralelo), ao passo que proteínas/genes homólogos em orga- 
nismos diferentes, que surgiram por divergência de espécies 
(p. ex., os vários citocromos c), são chamados de ortólogos 
(do grego: ortho, reto). Então, as globinas a e p e a mioglo- 
bina são parálogas, já as globinas a de diferentes espécies 
são ortólogas. 

Essa discussão sobre a família das globinas indica que a 
evolução de proteínas por duplicação gênica gera proteínas 
com propriedades estruturais e funcionais similares. Outro 
exemplo bem-documentado desse fenômeno é o resultado 
da formação de uma família de endopeptidases, que inclui 
a tripsina, a quimotripsina e a elastase. Essas enzimas diges- 
tivas parálogas, todas secretadas pelo pâncreas no intesti- 
no delgado, têm propriedades bastante similares, diferindo 
principalmente em suas especificidades pela cadeia lateral 
(Tabela 7.2). O modo como essas variações funcionais são 
racionalizadas estruturalmente será examinado na Seção 
15.3B. Individualmente, essas três enzimas são limitadas na 
habilidade de degradar uma proteína mas, orquestradamen- 
te, formam um sistema digestivo potente. 

Como foi colocado previamente e será explorado em 
detalhes na Seção 9.1, a estrutura tridimensional de uma pro- 
teína e, portanto, sua função, é determinada por sua sequência 
de aminoácidos. A maioria das proteínas que foram sequen- 
ciadas é mais ou menos similar a várias outras proteínas co- 
nhecidas. Na verdade, muitas proteínas são mosaicos de mo- 
tivos de sequências que ocorrem em uma variedade de outras 
proteínas. Parece provável, então, que a maioria das miría- 
des de proteínas em um dado organismo tenha surgido por 
duplicações gênicas. Isso sugere que o surgimento de uma 
proteína com sequência e função novas é um evento extre- 
mamente raro em biologia - que pode não ter ocorrido desde 
muito cedo na história da vida. 

4 B 10 INFORMÁTICA: UMA INTRODUÇÃO 

tjfb Ver Exploração guiada 6: Bioinformática A enorme profusão 
de dados sequenciais e estruturais gerados nas últimas dé- 
cadas levou à criação de um novo campo de investigação, o 
da bioinformática, o qual é definido genericamente como 
estando na interseção entre a biotecnologia e a ciência da 
computação. Foram as ferramentas desenvolvidas pelos 
bioinformatas que permitiram a “garimpagem” desse te- 


souro de dados biológicos a serem explorados, gerando, a 
partir daí, informações de alcance surpreendente a respeito 
de biomoléculas. 

Como visto na seção anterior, o alinhamento de sequên- 
cias de proteínas homólogas fornece indícios importantes 
para a identificação de quais resíduos das proteínas são es- 
senciais para suas funções e também é indicativo das relações 
evolutivas entre essas proteínas. Como as proteínas são co- 
dificadas por ácidos nucleicos, o alinhamento de sequências 
homólogas de DNA ou de RNA fornece informações simila- 
res. Além disso, o alinhamento de sequências de DNA é uma 
tarefa essencial para a montagem de sequências cromossô- 
micas ( contigs ) a partir de um grande número de segmentos 
sequenciados (Seção 7.2B). 

Se as sequências de duas proteínas ou de dois ácidos 
nucleicos são muito similares, em geral é possível fazer-se o 
alinhamento delas manualmente. De fato, essa foi a maneira 
pela qual as sequências do citocromo c na Tabela 7.4 foram 
alinhadas. Mas como pode ser feito o alinhamento correto 
de sequências tão distantemente relacionadas que suas se- 
melhanças não são aparentes? Nesta seção, serão discutidas 
as técnicas computacionais por meio das quais isso é feito, 
assunto que será precedido por uma introdução curta a res- 
peito das bases de dados de sequência de acesso público. 
Posteriormente, o foco será em técnicas de alinhamento de 
peptídeos e, por fim, em uma discussão curta sobre como são 
geradas as árvores filogenéticas. Aqueles aspectos da bioin- 
formática relacionados à análise de estruturas serão tratados 
posteriormente, nos Capítulos 8 e 9. 

A. Bases de dados de sequências 

Desde que passou a ser possível a elucidação de sequên- 
cias de proteínas e de ácidos nucleicos, elas passaram a ser 
determinadas a uma velocidade cada vez mais elevada. 
Embora inicialmente essas sequências fossem impressas 
em periódicos de pesquisa, os seus números e extensões 
enormes (particularmente para sequências genômicas) tor- 
naram essa prática inviável. Além disso, é muito mais útil 
ter essas sequências em uma forma acessível por computa- 
dor. Como consequência, os pesquisadores agora deposi- 
tam sequências, via rede, diretamente em várias bases de 
dados de acesso público, muitas das quais compartilham 
dados diariamente. Os endereços da rede (localizadores de 
recursos uniformes [URLs, de uniform resource locators ]) 
das principais bases de dados de sequências de proteínas e 
DNA estão listados na Tabela 7.6. Os URLs de várias ba- 
ses de dados de sequência especializados (p. ex., aquelas de 
organismos ou organelas específicas) podem ser encontra- 
dos no Life Science Directory (http://www.expasy.ch/links. 
html) . Essa página da rede também contém conexões para 
várias outras bases de dados úteis do ponto de vista bio- 
químico, bem como para uma grande variedade de ferra- 
mentas computacionais voltadas a análises biomoleculares, 
referências bibliográficas, tutoriais e para muitas outras pá- 
ginas da rede de interesse biomédico. (Nota-se que as pá- 
ginas da rede evoluem muito mais rapidamente do que os 
organismos: mesmo páginas bem estabelecidas mudam de 
endereço ou mesmo desaparecem praticamente sem aviso 
e novas páginas úteis surgem com uma frequência quase 
diária.) 
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TABELA 7.8 Endereços na internet dos principais bancos de 

dados de sequências de proteínas e de DNA 

Bancos de dados contendo sequências de proteínas 

Swiss-Prot Protein Knowlegebase: 
http://expasy.org/ sprot/ 

Protein Information Resource (PIR): 
http://pir.georgetown.edu/ 

Protein Research Foundation (PRF): 
http://www.prf. or.j p/ 

Bancos de dados contendo sequências de genes e de genomas 

GenBank: 

http:// www. nchi. nlm.nih .gov/Genhank/ 

EMBL Nudeotide Sequence Database: 
http://www.ebi. ac.uk/embl/ 

DNA Data Bank of Japan (DDB J): 
http://www.ddbj.nig.ac.jp/ 

GenomeNet: 
http://www.genome.j p/ 

Genomes OnLine Database (GOLD): 
http://geno mes onlin e . o rg/ 


Como exemplo de uma base de dados de sequências, 
será descrita (sem mais detalhes) a base de dados de sequên- 
cias de proteínas anotadas chamada de Swiss-Prot. Um re- 
gistro de sequência na Swiss-Prot inicia com o código ID da 
proteína na forma X_Y, em que X é uma sequência mnemó- 
nica de até quatro caracteres, indicando o nome da proteína 
(p. ex., CYC, para o citocromo c, e HBA, para a cadeia a 
da hemoblobina) , e Y é um código de identificação de até 
cinco caracteres, indicando a fonte biológica da proteína. 
Y geralmente consiste nas três primeiras letras do gênero e 
nas duas primeiras letras da espécie (p. ex., CANFA, para 
Canis familiaris [cão]). Entretanto, para os organismos mais 
frequentemente encontrados, Y é um código autoexplicativo 
(p. ex., BOVIN ou ECOLI). Segue-se um número de acesso, 
como P04567, que é designado pela base de dados para as- 
segurar uma maneira estável de identificar uma entrada de 
uma versão (ou edição) para outra, mesmo que tenha sido 
necessário modificar seu código ID. O registro segue com a 
data em que se deu a entrada dos respectivos dados na Swiss- 
Prot e a data de quando ela foi modificada e anotada pela 
última vez, uma lista de referências pertinentes (que ficam 
conectadas à MedLine), uma descrição da proteína e as suas 
conexões para outras bases de dados. Uma tabela de carac- 
terísticas descreve regiões ou sítios de interesse na proteína, 
como ligações dissulfeto, modificações pós-traducionais, ele- 
mentos de estrutura secundária local, sítios de ligação e con- 
flitos entre diferentes referências. O registro termina com a 
extensão do peptídeo em resíduos, o seu peso molecular e, 
finalmente, a sua sequência, utilizando o código de uma letra 
(Tabela 4.1). Outras bases de dados de sequências são cons- 
truídas de maneira semelhante. 

B. Alinhamento de sequências 

Pode-se quantificar a similaridade de sequências de dois po- 
lipeptídeos ou de dois DNAs determinando-se o número de 
resíduos alinhados que são idênticos. Por exemplo, os cito- 
cromos c humano e canino, que diferem em 11 de seus 104 
resíduos (Tabela 7.5), são ([104 - 11 J/104) X 100 = 89% 


idênticos, enquanto os citocromos c humano e de levedu- 
ra são ([104 - 45J/104) X 100 ~ 57% idênticos. A Tabela 
7.4 indica que o citocromo c de levedura possui cinco resí- 
duos na sua extremidade N que o citocromo c humano não 
apresenta, mas não possui o resíduo C-terminal presente 
na proteína humana. Na determinação da porcentagem de 
identidade, a extensão do peptídeo/DNA mais curto é, por 
convenção, utilizada no denominador. Do mesmo modo, 
pode-se também calcular a porcentagem de similaridade en- 
tre dois peptídeos, uma vez que tenha sido decidido quais 
resíduos de amino ácidos devem ser considerados similares 
(p. ex., Asp e Glu). 

a. A homologia de proteínas distantemente relacionadas 
pode ser difícil de ser reconhecida 
Será examinado agora como as proteínas evoluem, conside- 
rando um modelo simples. Supõe-se que há uma proteína 
de 100 resíduos, na qual todas as mutações pontuais têm a 
mesma probabilidade de serem aceitas e ocorrem com uma 
frequência constante. Assim, em uma distância evolutiva de 
uma unidade PM A (Seção 7.3Bb), a proteína original e a que 
evoluiu a partir dela são 99% idênticas. Em uma distância 
evolutiva de duas unidades PM A, elas são (0,99) X 100 = 
98% idênticas, ao passo que em 50 unidades PMA elas são 
(0,99) 50 X 100 = 61% idênticas. Nota-se que a última quanti- 
dade não é 50%, como se poderia imaginar à primeira vista. 
Isso ocorre porque uma mutação é um processo estocás ti- 
co (probabilístico ou aleatório): a cada estágio da evolução, 
cada resíduo possui a mesma chance de sofrer uma mutação. 
Assim, alguns resíduos podem ser alterados duas ou mais 
vezes antes que outros cheguem a ser alterados uma vez. 
Consequentemente, um gráfico representativo da porcenta- 
gem de identidade versus a distância evolutiva (Fig. 1.26a) é 
uma curva exponencial, que se aproxima mas nunca se iguala 
a zero. Mesmo em distâncias evolutivas bastante grandes, a 
proteína original e a proteína dela derivada ainda possuem 
identidades de sequência significativas. 

Proteínas reais evoluem de uma maneira mais comple- 
xa do que aquela prevista pelo modelo simplificado. Isso 
ocorre em parte porque certos resíduos de aminoácidos têm 
uma probabilidade maior de formar mutações aceitáveis 
que outros, e em parte porque a distribuição de amino áci- 
dos nas proteínas não é uniforme (p. ex., em média, 9,7% 
dos resíduos das proteínas são Leu, mas apenas 1,1% são 
Trp; Tabela 4.1). Por consequência, as proteínas reais evo- 
luem ainda mais lentamente do que no modelo simplificado 
(Fig. 1.26b). 

Em que ponto do processo evolutivo a homologia passa 
a ser irreconhecível? Se polipeptídeos de sequências alea- 
tórias e extensões idênticas apresentassem composição uni- 
forme de aminoácidos, isso é, se eles consistissem em 5 % de 
cada um dos 20 aminoácidos, eles exibiriam, em média, 5% 
de identidade. Entretanto, como as mutações ocorrem alea- 
toriamente, há uma variação considerável nesses números. 
Assim, considerações estatísticas revelam que existe uma 
probabilidade de 95 % de que esses peptídeos de 100 resíduos 
tenham identidades entre 0 e 10%. Contudo, como visto para 
o citocromo c, peptídeos homólogos podem ter extensões di- 
ferentes, pois um pode ter mais ou menos resíduos em suas 
regiões N- ou C-terminais do que o outro. Então, se for per- 
mitido que os peptídeos de 100 resíduos desloquem-se em 
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(a) 



(b) 



Distância evolutiva em unidades PMA 


FIGURA 7.26 Frequência de alterações de sequência em 
proteínas durante a evolução, {a) Para uma proteína que está 
evoluindo de forma aleatória e é inidalmente constituída por 
5% de cada um dos 20 “aminoácid os-padrão”. (b) Para uma 
proteína de uma composição média de aminoáddos como é 
observado na natureza, isto é, com certas alterações de resí- 
duos tendo uma maior probabilidade de serem aceitas do que 
outras e com inserções e deleções ocasionais. (Parte b segundo 
Doolittle, R.F., Methods Enzymol. 183, 103 [1990].) 

seu alinhamento por até cinco resíduos, a identidade média 
esperada para o melhor alinhamento aumenta para 8 % , com 
95 % dessas comparações caindo na faixa entre 4 e 12 % . Por 
consequência, uma em 20 dessas comparações estará fora 
dessa faixa (> 12% ou < 4%), e uma em 40 exibirá uma iden- 
tidade de sequência > 12%. 

Contudo, essa não é toda a história, pois os eventos mu- 
tacionais podem resultar na inserção ou na deleção de um ou 
mais resíduos no interior de uma cadeia. Assim, uma cadeia 
pode ter lacunas em relação à outra. Ainda, se for permiti- 
do um número ilimitado de lacunas, pode-se sempre obter 
um pareamento perfeito entre duas cadeias quaisquer. Por 
exemplo, dois peptídeos de 15 resíduos que possuem apenas 
um pareamento (usando o código de uma letra; Tabela 4.1) 

SQMC I LFKAQMNYGH 
MFYACRLPMGAHYWL 

passariam a ter um pareamento perfeito ao longo de suas 
porções alinhadas, se fosse permitido um número ilimitado 
de lacunas: 

S QMC I L F KAQMNYGH 
— M F Y - - AC RL PMGAH YWL 


Logo, não se pode permitir um número ilimitado de lacu- 
nas para maximizar o pareamento entre dois peptídeos, 
mas também não se deve proibir todas as lacunas, pois as 
inserções e deleções (coletivamente chamadas de indels ) 
realmente ocorrem. Como consequência, para cada lacu- 
na permitida deve-se impor algum tipo de penalidade no 
algoritmo de alinhamento, que estabeleça um equilíbrio 
entre a busca pelo melhor alinhamento entre peptídeos 
distantemente relacionados e a rejeição de alinhamentos 
impróprios. Todavia, se for feito isso (utilizando os méto- 
dos discutidos a seguir) , proteínas não relacionadas exibi- 
rão identidades de sequência na faixa de 15 a 25 %, níveis 
semelhantes aos encontrados entre proteínas distantemente 
relacionadas. Essa é a origem da zona crepuscular ( twili - 
ght zone ) na Fig. 1.26b. Algoritmos de alinhamento sofis- 
ticados, que serão discutidos a seguir, são necessários para 
diferenciar proteínas homólogas na zona crepuscular de 
proteínas não relacionadas. 

b. Alinhamento de sequências utilizando matrizes de pontos 
Como é feito um alinhamento de sequências entre dois po- 
lipeptídeos (um alinhamento aos pares, de pairwise align- 
ment)! A maneira mais simples é construir uma matriz de 
pontos (alternativamente, um gráfico de pontos ou um grá- 
fico diagonal ): posiciona-se a sequência de um polipeptídeo 
horizontalmente e a sequência do outro polipeptídeo verti- 
calmente e coloca-se um ponto na matriz resultante cada vez 
que os resíduos forem idênticos. Uma plotagem de pontos de 
um peptídeo contra ele mesmo resulta em uma matriz qua- 
drada, com uma linha de pontos ao longo da diagonal e pon- 
tos espalhados onde há identidades ao acaso. Se os peptídeos 
são bastante similares, há apenas umas poucas ausências ao 
longo da diagonal (p. ex., na Fig. 1.21a), ao passo que pep- 
tídeos distantemente relacionados apresentam um grande 
número de ausências na diagonal e um deslocamento da sua 
posição onde um peptídeo tiver uma lacuna em relação ao 
outro (p. ex., Fig. 1.21b). 

Depois de um alinhamento ter sido estabelecido, ele 
deve ser avaliado de alguma maneira para se determinar 
se ele tem qualquer relação com a realidade. Uma maneira 
simples, mas efetiva, de calcular um escore de alinhamento 
(AS, de alignment score) é adicionar 10 para cada identidade, 
exceto para aquelas de Cys, que contam 20 (porque resíduos 
de Cys frequentemente possuem funções essenciais), e então 
subtrair 25 para cada lacuna. Além disso, pode-se calcular 
o escore de alinhamento normalizado (NAS, de normalized 
alignment score), dividindo o AS pelo número de resíduos 
do polipeptídeo de cadeia mais curta e multiplicando o valor 
obtido por 100. Assim, para o alinhamento da cadeia a da he- 
moglobina humana (141 resíduos) com a mioglobina humana 
(153 resíduos; Fig. 7.28), AS = 37 X10+1X 20 -1X 25 
= 365 e NAS = (365/141) X 100 = 259. A análise estatística 
(Fig. 7.29) mostra que esse NAS é indicativo de homologia. 
Nota-se que um pareamento perfeito iria resultar em um 
NAS = 1.000, na ausência de resíduos de Cys ou lacunas. Um 
valor de NAS aceitável diminui com a extensão do peptídeo, 
pois é mais provável a ocorrência de uma proporção elevada 
de pareamentos entre peptídeos curtos do que com peptí- 
deos longos (p. ex., 2 pareamentos em 10 resíduos são mais 
prováveis de ocorrer ao acaso do que 20 pareamentos em 100 
resíduos, embora ambos tenham um NAS = 200) . 
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(a) Cítocromo c de atum 


(b) Cítocromo c de Rhodospirillum rubrum 
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FIGURA 7.27 Alinhamento de sequências com matrizes de pontos. Os gráficos de pontos mostram os alinhamentos de («) cito- 
cromo c humano (104 resíduos) versus cítocromo c de atum (103 resíduos) e (b) cítocromo c humano versus cítocromo c 2 de Rho- 
dospirillum rubrum (um cítocromo bacteriano do tipo c, que consiste em 112 resíduos). As regiões N-terminais desses peptídeos 
estão no topo e à esquerda dos diagramas. As duas proteínas na Parte a possuem 82 identidades, enquanto aquelas na Parte b 
possuem 40 identidades. A diagonal na Parte b é mais claramente visível se o diagrama for visualizado lateralmente, a partir do seu 
canto inferior direito. Note que existem dois deslocamentos horizontais em relação a essa diagonal, um próximo de seu centro e 
outro em direção à região C-terminal. Isso é indicativo de inserções na proteína de Rhodospirillum em relação à proteína humana. 
(Segundo Gibbs, A.J. e Mclntyre, G.A., Eur. J. Biochem. 16, 2 [1970].) 


c. Os alinhamentos devem ser avaliados de acordo 
com a probabilidade da substituição de resíduos 
As técnicas discutidas anteriormente podem ser executa- 
das de forma manual (embora isso seja um trabalho tedio- 
so), particularmente quando existe um alinhamento óbvio. 
Contudo, isso passa a ser inviável quando se tem numerosos 
polipeptídeos com os quais se quer alinhar uma nova sequên- 
cia (e, em geral, novas sequências determinadas são anali- 
sadas comparativamente com todas as outras sequências 
conhecidas). Além disso, alinhamentos na zona crepuscular 
são difíceis de serem discernidos. Deve-se, portanto, lançar 
mão de análises estatísticas feitas com o emprego de méto- 
dos computacionais, que permitam fazer a distinção, com o 

Mb GLSDGEWQLVLNVWGKVEAD 
Hbot VL S PADKTNVKAAWGKVGAH 

Mb EKF DKFKHLKS EDEMKAS ED 
Hba TYFPHF DLSHGSAQ 

Mb HHEAE I KPLAQSHATKHK I P 
Hbu DMPNALSALSDLHAHKLRVD 

Mb GDFGADAQGAMNKALELFRK 
Hba AEFTPAVHASLDKFLASVST 


máximo de sensibilidade, entre relações evolutivas distantes 
e semelhanças casuais. 

Uma matriz de pontos pode ser facilmente colocada em 
formato matemático, se cada ponto (pareamento correto) 
for substituído por 1; e cada pareamento incorreto, por 0. 
Assim, uma automatriz de pontos se tornaria uma matriz 
diagonal quadrada (possuindo apenas números 1 ao longo 
de toda sua diagonal), com uns poucos números 1 fora dela, 
e dois peptídeos proximamente relacionados teriam várias 
posições da diagonal com zeros. Mas esse é um sistema par- 
ticularmente rígido: ele não diferencia substituições con- 
servativas daquelas que provavelmente são hipervariáveis. 
Além disso, é claro que certas substituições ocorrem com 

I PGHGQEVL I RLFKGHPETL 40 
AGEYGAEALERMFL SFPTTK 40 

LKKHGATVLTALGG I LKKKG 80 
VKGHGKKVADAL TNAVAHVD 74 

VKYLEF I SEC I IQVLQSKHP 120 
PVNFKLLSHCLLVTLAAHLP 114 

DMA SNYKE LGFQG 153 
V L T S K Y R 141 


AS = 365 NAS = 259 % ID = 27,0 

FIGURA 7.28 Alinhamentos ótimos da mioglobina humana (Mb, 153 resíduos) e da cadeia a da hemoglobina humana (Hba, 141 
resíduos). Os resíduos idênticos estão grifados em azul e as lacunas estão indicadas por traços. (Segundo Doolittle, R.F., Of URFs 
and ORFs , University Science Books [1986].) 
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FIGURA 7.29 Um guia para a significância de escores de ali- 
nhamento normalizados (NAS) na comparação de sequências 
peptídicas. Note como a significância do valor de NAS varia 
com a extensão do peptídeo. A posição do alinhamento da Mb 
versus Hba (Fig. 7.28) está indicada. (Segundo Doolittle, R.F., 
Methods Enzytnol. 183, 102 [1990].) 

mais facilidade do que outras. Quais são essas substituições 
favorecidas, como se pode obter uma medida quantitativa 
delas e como se pode usar essa informação para aumentar 
o grau de confiança com o qual se pode alinhar peptídeos 
distantemente relacionados? 

Uma das maneiras que se pode proceder é designar um 
peso (uma quantidade que aumenta conforme a probabilidade 
de ocorrência) a uma troca de resíduo de acordo com o código 
genético (Tabela 5.3). Assim, substituições de resíduos que re- 
querem apenas a alteração de uma base (p. ex., Leu [CUX] — > 
Pro [CCX]) estão sujeitas a ocorrerem com maior frequência 
e, portanto, recebem um peso maior do que uma substituição 
de resíduo que requer alterações em duas bases (p. ex., Leu 
[CUX] — ► Thr [ACX]) que, pelo mesmo raciocínio, teria um 
peso maior do que uma substituição de resíduo que necessita 
da alteração em três bases (p. ex., His [CA^] — > Trp [UGG]). 
É claro que para a ausência de substituição (o evento mais 
provável) seria designado o maior peso de todos. Entretanto, 
um esquema como esse somente considera a probabilidade de 
ocorrência de uma mutação e não a de que a mutação seja 
aceita, o que depende de sua adaptabilidade darwiniana. De 
fato, mais da metade das trocas de resíduos únicos possíveis 
acontece entre resíduos fisicamente dissimilares, as quais têm, 
por isso, uma probabilidade menor de serem aceitas. 

Um esquema de avaliação mais realista designaria algum 
tipo de probabilidade relativa a dois resíduos que são troca- 
dos de acordo com suas semelhanças físicas. Assim, pareceria 
que uma mutação Lys -» Arg é mais provável de ser aceita 
do que uma mutação Lys — >■ Phe, por exemplo. Entretanto, 
está longe de ser óbvia a maneira de formular tal esquema de 
avaliação com base em considerações teóricas, pois é difícil 
avaliar os vários tipos de propriedades que tomam os dife- 
rentes resíduos adequados às muitas funções que eles pos- 
suem em uma grande variedade de proteínas. 


d. Matrizes de substituição PMA são fundamentadas 
nas taxas observadas de evolução de proteínas 
Um método de base experimental para a determinação das 
taxas de aceitação das várias substituições de resíduos é 
conferir a elas pesos de acordo com as frequências nas quais 
observa-se que elas ocorrem. Margaret Dayhoff fez isso 
comparando as sequências de algumas proteínas estreita- 
mente relacionadas (> 85% idênticas; similares o suficiente 
para garantir confiança à correção de seus alinhamentos e 
ao caráter insignificante do número de substituições múlti- 
plas de resíduo ocorridas em sítios únicos) e determinando 
a frequência relativa das 20 x 19/2 = 190 diferentes tro- 
cas de resíduo possíveis (divide-se por dois para levar em 
consideração o fato de que trocas em ambas as direções, 
A — >• B ou B —> A, são igualmente prováveis). A partir des- 
ses dados, pode-se preparar uma matriz quadrada simé- 
trica, com 20 elementos em um lado, cujos elementos, AL, 
indicam a probabilidade de que, em uma sequência relacio- 
nada, o aminoácido i irá substituir o aminoácido j depois de 
algum intervalo evolutivo especificado - geralmente uma 
unidade PMA. Utilizando essa matriz PMA-1, pode-se ge- 
rar uma matriz de probabilidade de mutação para outras 
distâncias evolutivas, por exemplo com N unidades PMA, 
multiplicando-se a matriz por ela mesma N vezes ([Aí]‘ v ), 
gerando -se assim uma matriz PMA- N. Então, um elemen- 
to da matriz de probabilidades de parentesco ( relatedness 
odds matrix), R, é 


R ij ~ = q i} /ffj 

em que é agora um elemento da matriz PM A-A, /■ é a 
probabilidade de que o aminoácido i ocorra na segunda se- 
quência por acaso, e q tj é a frequência na qual os resíduos 
dos tipos i e j substituem um ao outro em um conjundo de 
polipeptídeos alinhados. Assim, R - é a probabilidade de que 
o aminoácido i substitua o aminoácido j (ou vice-versa) por 
ocorrência de i e por ocorrência de /. Quando dois polipeptí- 
deos são comparados entre si, resíduo a resíduo, os R (j s para 
cada posição são multiplicados para se obter a probabilidade 
de parentesco ( relatedness odds ) para todo o polipeptídeo. 
Por exemplo, quando o hexapeptídeo A-B-C-D-E-F evolui 
para o hexapeptídeo P-Q-R-S-T-U, 


Probabilidade de ■^^ap X •^BO X -^CR X ■^DS 
parentesco X R ET X R FV ry 

Uma maneira mais conveniente de fazer esse cálculo é utili- 
zar o logaritmo de cada R* para gerar a matriz de substitui- 
ção do log das probabilidades (do inglês: log odds substitu- 
tion matrix). Os elementos resultantes da matriz são então 
adicionados em vez de multiplicados, para a obtenção do log 
das probabilidades (do inglês: log odds). Assim, para o par 
de hexapeptídeos: 


log das = log R af + log R b0 + log R c R 
probabilidades + log r ds log R ej + log R fe 



É o log das probabilidades de um par de peptídeos que se de- 
seja maximizar para obter o melhor alinhamento entre eles, 
isto é, utilizam-se os valores de log das probabilidades como 
escores de alinhamento. 
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TABELA 7. 7 Matriz de substituição do log das 

probabilidades PMA-250 


C Cys 

12 






S Ser 

0 

2 X 





TThr 

-2 

1 3\ 





P Pro 

3 

I 0 ó N X 





A Ala 

- 2 

1 1 1 2\ 





G Gly 

3 

10-115 





N Asn 

4 

10 10 0 

2 X 




D Asp 

~5 

00-101 

2 




EGlu 

-5 

00-100 

1 3 




QGln 

-5 

-1-1 0 0-1 

12 2 4 




H Iiis 

-3 

-1 -1 0 -I -2 

2 113 

6 \ 



R Arg 

-4 

0-1 0-2-3 

0-1-1 1 

2 6\ 



JÍÍXL 

-5 

0 0-1-1 -2 

10 0 1 

0 3 5 



MMet 

— 5 

-2 -1 -2-1 -3 

-2 -3 -2 -1 

-2 0 0 



I Ile 

-2 

-1 0 -2-1 -3 

-2 -2 -2 -2 

-2 -2 -2 

2 


L Leu 

6 

-3 -2 -3-2 -4 

-3 -4 -3 -2 

-2 -3 -3 

4 2 6 \ 


V Vai 

-2 

-1 o-i o-i 

-2 -2 -2 -2 

-2 -2 -2 

2 4 2 4 


F Phe 

-4 

-3 -3 -5-4 -5 

-4 -6 -5 -5 

-2 -4 -5 

0 12-1 


Y Tyr 

0 

-3 -3 -5-3 -5 

-2-4 -4 -4 

0 -4 -4 

-2-1 -1 -2 

7 10 \ 

WTrp 

8 

2 5 6 6 7 

4 7-7-5 

- 3 2 -3 

-4 5 2 6 

0 0 17 


C 

S T P A G 

N D E Q 

H R K 

M I L V 

F Y W 


Cys 

Ser Thr Pro Ala Gly 

Asn Asp Glu Gin 

His Arg Lys 

Met He Leu Vai 

Pite Tyr Trp 



Fonte: Dayhoff, M.O. (Ed.), Atlas ofProtein Sequence and Structure , Vol. 
5, Suplemento 3 ,p. 352, National Biomedical Research Foundation (1978). 

A Tabela 7.7 é a matriz de substituição do log das proba- 
bilidades PMA-250, com todos os seus elementos multiplica- 
dos por 10 para facilitar a sua leitura (o que apenas adiciona 
um fator de escala). Cada elemento diagonal na matriz indica 
a mutabilidade do amino ácido correspondente, enquanto os 
elementos fora da diagonal indicam as suas probabilidades 
de substituição. Um escore neutro (aleatório) é 0, enquanto 
um par de amino ácidos com um escore de -3 é substituído 
apenas com 10 310 = 0,50 da frequência esperada pelo aca- 
so. Essa matriz de substituição foi arranjada de modo que os 
resíduos de aminoácidos fiquem agrupados com uma proba- 
bilidade maior de substituírem uns aos outros em proteínas 
relacionadas (os pares que possuem os valores mais altos de 
log R i} ). Nota-se que esse agrupamento é mais ou menos o 
mesmo esperado a partir de suas propriedades físicas. 

Identidades (ausência de substituição) tendem a ter os 
valores mais altos na Tabela 7.7. Trp e Cys (valores diago- 
nais de 17 e 12) são os resíduos menos prováveis de serem 
substituídos, enquanto Ser, Ala e Asn (todos 2) são os mais 
facilmente mutados. O par de resíduos menos provável de 
ser trocado é Cys e Trp (-8), enquanto o par mais provável 
de ser trocado é Tyr e Phe (7), embora esses últimos este- 
jam entre os menos prováveis de serem trocados por outros 
resíduos (maioria dos valores negativos). Da mesma forma, 
há uma probabilidade pequena de que resíduos carregados e 
polares sej am trocados por resíduos apoiares (valores quase 
sempre negativos). 

O grau de confiança com o qual pode ser feito o alinha- 
mento de sequências com parentesco sabidamente distan- 
te foi investigado como uma função de valores PMA (N). 
A matriz de substituição do logaritmo das probabilidades 
PMA-250 tende a gerar os melhores alinhamentos, isto é, 
produz os escores de alinhamento mais elevados em relação 
àqueles derivados da utilização de matrizes de substituição 
com base em valores de PMA maiores ou menores. Nota-se 
que a Fig. 1.26b indica que, em 250 PMAs, 80% dos resíduos 
do peptídeo original foram substituídos. 


e. Alinhamento de sequências utilizando 
o algoritmo de Needleman-Wunsch 
A utilização de uma matriz de substituição de log de probabi- 
lidades para encontrar um alinhamento é um método simples 
e direto (apesar de tedioso) . Ao comparar duas sequências, 
em vez de apenas formar uma matriz com números 1 em to- 
das as posições de pareamento, entra-se com o valor apro- 
priado na matriz de substituição do log das probabilidades 
em cada posição. Essa matriz representa todos os pares de 
combinações possíveis das duas sequências. Na Fig. 7.30a, 
utiliza-se a matriz do log de probabilidades PMA-250 com 
um peptídeo de 10 resíduos, na horizontal, e um peptídeo de 
11 resíduos, na vertical. Assim, o alinhamento desses dois 
peptídeos deve ter pelo menos uma lacuna ou projeção ter- 
minal, assumindo-se que um alinhamento significativo possa 
realmente ser encontrado. 

Um algoritmo para encontrar o melhor alinhamen- 
to entre dois polipeptídeos (aquele com o valor de log 
de probabilidades mais elevado) foi formulado por Saul 
Needleman e Christian Wunsch. Parte-se do canto inferior 
direito (extremidade C) da matriz, posição (M, N ) (onde, 
na Fig. 7.30a, M = 11 e N = 10), e adiciona-se o seu valor 
(aqui 2) ao valor na posição (M — 1, N — 1) (aqui 12, de 
modo que o valor na posição [M — 1 ,N — 1], isto é, [10, 9], 
torna-se 14 na matriz transformada). Continuando-se esse 
processo de uma maneira iterativa, adiciona-se ao valor do 
elemento na posição (i, j) o valor máximo dos elementos 
( p , j + 1), sendo p ~ i + 1, i + 2, ..., M, e aqueles de ( i + 
1, q), em que q = j + l,j + 2, ..., N. A Fig. 7-30í> mostra 
esse processo em um estágio intermediário, com o valor 
original da posição (6, 5) na caixa menor e os valores trans- 
formados das posições (p , 6), sendo p = 7, 8, ..., 11, junta- 
mente com os das posições (7, q), em que q — 6,1, ..., 10, 
na caixa em forma de L. O valor máximo da matriz de ele- 
mentos nessa caixa em forma de L é 19 e, portanto, esse é 
o valor a ser adicionado ao valor (0) na posição (6, 5), para 
gerar o valor 19 na matriz transformada. Esse processo é 
repetido, do canto inferior direito até o canto superior es- 
querdo da matriz, até que todos os seus elementos tenham 
sido assim tratados, de modo a gerar a matriz inteiramente 
transformada mostrada na Fig. 7.30c. Portanto, o algorit- 
mo de Needleman-Wunsch gera os valores de log das pro- 
babilidades para todos os alinhamentos possíveis entre as 
duas sequências. 

O melhor alinhamento (aquele com o maior valor de log 
de probabilidade) é encontrado traçando-se a linha central 
(ridgeline) da matriz transformada (Fig. 7.30c), de seu valor 
máximo no canto superior esquerdo ou próximo dele (extre- 
midade N) até o seu canto inferior direito ou próximo dele 
(extremidade C). Isso é feito porque o alinhamento de deter- 
minado par de resíduos é independente do alinhamento de 
qualquer outro par e, portanto, o melhor escore até qualquer 
ponto em um alinhamento é o melhor escore até a etapa an- 
terior mais o incremento do escore da nova etapa. Esse es- 
quema aditivo de escores está fundamentado no pressuposto 
de que mutações em sítios diferentes são aceitas independen- 
temente. Isso parece ser uma caracterização adequada da 
evolução das proteínas, mesmo que se saiba que interações 
específicas entre resíduos têm papéis estruturais e funcionais 
críticos nas mesmas. 
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(a) Matriz de comparação 



V 

E 

D 

Q 

K 

L 

S 

K 

c 

N 

V 

4 

-2 

-2 

-2 

-2 

2 

-1 

—2 

-2 

-2 

E 

-2 

4 

3 

2 

0 

-3 

0 

0 

-5 

1 

N 

-2 

1 

2 

1 

1 

-3 

1 

1 

-4 

2 

K 

-2 

0 

0 

1 

5 

-3 

0 

5 

-5 

1 

L 

2 

-3 

-4 

-2 

-3 

6 

-3 

-3 

-6 

-3 

T 

0 

0 

0 

-1 

0 

-2 

1 

0 

-2 

0 

R 

-2 

-1 

-1 

1 

3 

-3 

0 

3 

-4 

0 

P 

-1 

-1 

-1 

0 

-1 

-3 

1 

0 

-3 

0 

K 

-2 

0 

0 

1 

5 

-3 

0 

5 

-5 

0 

C 

-2 

-5 

-5 

-5 

-5 

-6 

0 

-5 

12 

-4 

D 

-2 

3 

4 

2 

0 

-4 

0 

0 

-5 

2 


(c) Matriz transformada 



V 
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D 

Q 

K 

L 

S 

K 

c 

N 

V 

@ 

33 

31 

29 

24 

22 

18 

12 

0 

2 

E 

31 

137} 

35 

33 

26 

17 

19 

14 

-3 

1 

N 

29 

32 

(3§L 

32 

27 

17 

20 

15 

-2 

2 

K 

24 

26 

26 

27 


17 

19 

19 

-3 

1 

L 

25 

20 

18 

21 

17 


16 

11 

-4 

~3 

T 

23 

23 

23 

22 

19 

18\ 


14 

0 

0 

R 

18 

19 

19 

21 

23 

17 

\l9\ 

17 

2 

0 

P 

18 

18 

18 

19 

18 

16 


\14 

-1 

0 

K 

12 

14 

14 

15 

19 

11 

14 

(§) 

-3 

0 

C 

2 

-1 

-3 

-3 

-3 

-4 

2 

-3 

(§) 

-4 

D 

-2 

3 

4 

2 

0 

-4 

0 

0 

-5 

{2 


(b) Transformando a matriz de acordo com o esquema (d) Alinhamento 

de alinhamento de Needleman-Wunsch 

VEDQKLS — KCN 



V 

E 

D 

Q 

K 

L 

S 

K 

c 

N 

VEN - KLTRPKCD 

V 

4 

-2 

-2 

-2 

-2 

2 

-1 

-2 

-2 

-2 

or 

E 

-2 

4 

3 

2 

0 

-3 

0 
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1 
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1 
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-3 
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-4 

-2 

3 

6 

-3 

-3 

-6 

-3 


T 

0 

0 

0 

-1 

0 

-2 

1 

0 

-2 

0 


R 

-2 

-1 

-1 

1 

-3 

17 

19 

17 

-2 

0 


P 

-1 

-1 

-1 

0 

-1 

16 

20 

14 

-1 

0 


K 

-2 

0 

0 

1 

5 

11 

14 

19 

-3 

0 


C 

-2 

-5 

-5 

-5 

-5 

-4 

2 

-3 

14 

- 4 


D 

—2 

3 

4 

2 

0 

-4 

0 

0 

-5 

2 



FIGURA 7.30 Uso do algoritmo de alinhamento de Needleman- Wunsch no alinhamento de um peptídeo de 10 resíduos ( hori- 
zontal ) com um peptídeo de 11 resíduos (vertical), (a) A matriz de comparação, cujos elementos são as entradas correspondentes 
na matriz de substituição do log das probabilidades PMA-250 (Tabela 7.7). (b) A transformação de Needleman-Wunsch após vá- 
rias etapas, iniciadas a partir do canto inferior direito. Os números em vermelho já foram transformados. O escore de Needleman- 
-Wunsch do alinhamento T-K (caixa pequena ) é a soma do seu valor de PMA-250 (0) mais o máximo das quantidades na caixa em 
forma de L (19). O texto explica a mecânica do processo de transformação, (c) A matriz de Needleman-Wunsch completa. O me- 
lhor alinhamento segue a linha central da matriz, como descrito no texto. Os resíduos alinhados são aqueles cujos elementos cor- 
respondentes estão em um círculo. Nota-se a ambiguidade nesse alinhamento, (d) Como resultado do alinhamento dos peptídeos, 
são obtidos dois alinhamentos equivalentes, onde os resíduos idênticos alinhados estão coloridos de verde. 


A linha conectando os pares de resíduos alinhados 
(aqueles circulados na Fig. 7.30c) deve sempre se estender 
para baixo e para a direita. Isso ocorre porque um movi- 
mento para cima ou para a esquerda, ou mesmo diretamente 
para baixo ou para a direita, implicaria que um resíduo em 
um peptídeo se alinhasse com mais de um resíduo no outro 
peptídeo. Qualquer desvio permitido de um movimento (Tl, 
+1) implica a presença de uma lacuna. O melhor alinhamen- 
to dos dois polipeptídeos, aquele conectado pelas linhas na 
Fig. 7.30c, está indicado na Fig. 7.30 d. Nota-se que esse ali- 


nhamento é ambíguo; o alinhamento de S no peptídeo de 10 
resíduos gera, tanto com T como com P no peptídeo de 11 
resíduos, os mesmos valores de log das probabilidades e, por- 
tanto, tem-se informações insuficientes para fazer a escolha 
entre eles. O escore geral de alinhamento é o valor máximo 
da matriz transformada, aqui 41, o qual aparece no canto su- 
perior esquerdo do alinhamento (Fig. 7.30c). 

O algoritmo de Needleman-Wunsch otimiza o alinha- 
mento global de dois peptídeos, isto é, ele maximiza o escore 
de alinhamento para as duas sequências no seu todo (e o faz 
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mesmo que isso não tenha significado biológico). Entretanto, 
como muitas proteínas são construídas modularmente, a par- 
tir de motivos de sequências que ocorrem em diversas outras 
proteínas, seria uma abordagem mais adequada otimizar o 
alinhamento de dois peptídeos localmente, isto é, maximizar 
o escore de alinhamento somente em suas regiões homólo- 
gas. Uma variante do algoritmo de Needleman-Wunsch, 
formulada por Temple Smith e Michael Waterman, foi am- 
plamente utilizada para fazer isso. Esse algoritmo de Smith- 
Waterman explora uma propriedade do sistema de escore 
com base em matriz de substituição, segundo a qual o escore 
de um caminho de alinhamento diminui em regiões nas quas 
as sequências estão malpareadas. Onde o escore cumulati- 
vo cai para zero, o algoritmo de Smith- Waterman termina 
a extensão de um caminho de alinhamento. Dois peptídeos 
podem possuir vários desses alinhamentos locais. 

f. Penalidades de lacuna 

Se existem lacunas em um alinhamento, deve-se subtrair a 
penalidade de lacuna do escore geral de alinhamento a fim 
de se obter o escore de alinhamento final. Uma vez que um 
evento mutacional único pode inserir ou remover mais de um 
resíduo, uma lacuna mais longa deve resultar em uma pena- 
lidade apenas um pouco maior do que a resultante de uma 
lacuna curta. Consequentemente, as penalidades de lacuna 
têm a forma de a + bk, sendo a a penalidade pela abertu- 
ra da lacuna, k a extensão da lacuna em resíduos eèa pe- 
nalidade pela extensão da lacuna em um resíduo. A teoria 
estatística atual fornece poucos subsídios para a otimização 
de a e b, mas estudos empíricos sugerem que a = -“8 e b - 
-2 são valores apropriados para a utilização com a matriz 
PMA-250. Assim, o escore final para ambos os alinhamentos 
na Fig. 730d (ambos com uma lacuna de 1 resíduo e outra de 
2 resíduos) é 41 - (8 + 2 X 1) - (8 + 2 X 2) = 19. 

g. Alinhamentos aos pares usando BLAST 

O algoritmo de Needleman-Wunsch e, mais tarde, o algo- 
ritmo de Smith- Waterman (nas suas aplicações computacio- 
nais) foram muito utilizados nas décadas de 1970 e 1980 para 
a busca de parentesco entre proteínas. Entretanto, a neces- 
sidade de comparar cada nova sequência determinada com 
o número imenso e crescente de sequências disponíveis em 
bases de dados públicas exige que esse processo seja bastante 
acelerado. Os computadores modernos podem fazê-lo usan- 
do programas de alinhamento de sequências que empregam 
sofisticados algoritmos heurísticos (algoritmos que fazem 
“conjecturas” com base em instrução), porém com o risco 
de obter resultados subótimos (no caso de alinhamentos de 
sequências, os algoritmos heurísticos são fundamentados no 
conhecimento de como as sequências evoluem). Como con- 
sequência, será descrito a seguir como esses programas são 
utilizados, em vez de como eles funcionam. 

A matriz de substituição PMA-250 é fundamentada em 
uma extrapolação: os seus cálculos supõem que a frequên- 
cia de mutações ao longo de uma unidade PMA de distância 
evolutiva é a mesma ao longo de todas as 250 unidades PMA. 
Mas esse pode não ser o caso, pois proteínas homólogas que 
são separadas por grandes distâncias evolutivas podem ad- 
quirir funções divergentes e, portanto, suas taxas de evolução 
podem mudar (lembrando que diferentes proteínas possuem 
taxas de evolução diferentes; Fig. 7.23). Para considerar essa 


possibilidade, e aproveitando a imensa quantidade de da- 
dos de sequência disponibilizada desde meados da década 
de 1970, quando as matrizes PMA foram determinadas, foi 
calculada uma matriz de substituição de log de probabilida- 
des com base em —2.000 blocos de sequências alinhadas que 
não possuíam lacunas, oriundas de —500 grupos de proteí- 
nas relacionadas. A matriz de substituição que apresentou o 
desempenho mais sensível para alinhamentos sem lacunas é 
chamada de BLOSUM62 (de block substitution matrix, ma- 
triz de substituição de blocos; com o número 62 indicando 
que todos os blocos de peptídeos alinhados nos quais existe 
uma identidade 62% são considerados como uma sequên- 
cia única, para reduzir a contribuição de sequências proxi- 
mamente relacionadas), enquanto a matriz BLOSUM45 
apresenta, aparentemente, um melhor desempenho para 
alinhamentos com lacunas. Alinhamentos de sequência com 
base na matriz BLOSUM62 ou na matriz BLOSUM45 são 
mais sensíveis do que aqueles com base na matriz PMA-250. 

O BLAST (de basic local alignment search tool) é o 
pacote de programas de domínio público mais amplamen- 
te utilizado para o alinhamento de sequências aos pares - 
tanto para polipeptídeos como para polinucleotídeos. Esse 
programa utiliza uma abordagem heurística, que aproxima 
o algoritmo de Smith-Waterman de modo a obter a mistura 
ótima de sensibilidade (a capacidade de identificar sequên- 
cias distantemente relacionadas) e seletividade (a capacida- 
de de evitar sequências não relacionadas com falsos escores 
altos de alinhamento) . Ele alinha aos pares uma determina- 
da sequência-questão {query) com um número - definido 
pelo usuário (default de 100) - de sequências- objeto {sub- 
jects) que são mais similares à sequência-questão. O BLAST, 
que foi criado por Stephen Altschul, está disponível gratui- 
tamente ao público para uso interativo na internet (http:// 
www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi) em um servidor do 
National Center for Biotechnology Information (NCBI). A 
seguir será discutido como se compara proteínas pelo sistema 
BLAST {protein blast ou blastp ). 

Atualmente, as bases de dados de proteínas contêm 
—900.000 sequências peptídicas não redundantes. O BLAST 
minimiza o tempo que é gasto com uma região de sequên- 
cia cuja semelhança com a sequência-questão tem peque- 
na chance de exceder a um escore de alinhamento mínimo. 
Alinhamentos aos pares (p. ex., Fig. 7.31o), que são automa- 
ticamente encontrados utilizando a BLOSUM62 (a substitui- 
ção de matrizes e penalidades de lacunas podem ser selecio- 
nadas sob “ Algorithm parameters ”), são listados em ordem 
decrescente de significância estatística e são apresentados de 
uma maneira que indica a posição tanto dos resíduos idênticos 
como dos semelhantes na sequência-questão e na sequência- 
-objeto. O número de resíduos idênticos, positivos (aqueles 
pares de resíduos cuja troca tem um valor positivo na matriz 
de substituição utilizada) e de lacunas ao longo da extensão 
do alinhamento aparece indicado. O BLAST estima a signifi- 
cância estatística de um alinhamento em termos do seu “valor 
E” (E de expectativa), que é o número de alinhamentos com 
pelo menos o mesmo escore, os quais espera-se que ocorram, 
em função do acaso, na base de dados. Por exemplo, um ali- 
nhamento com um valor E igual a 5 é insignificante estatis- 
ticamente, enquanto um alinhamento com um valor E igual 
a 0,01 é significativo. Já um valor E igual a 1 X 10" 20 deter- 
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(a) Alinhamento a os pares pelo programa BLAST 


>sp | P38524 1 HIP2_ECTVA PROTEÍNA DE FERRO-ENXOFRE DE ALTO POTENCIAL, ÍSOZIMA 2 (HIPIP 2) 
Extensão = 71 


Escore = 44,3 bits (103), Expectativa = le-04 Método: ajuste de matriz composicionaL 
Identidades = 27/70 (38%), Positivos = 35/70 (50%), Lacunas = 4/70 (5%) 

Questão: 1 EPRAEDGHAHDYVNEAADASG--HPRYQEGQLCENCAFWGEAVQDGWGRCTHPDFDEVLVKAEGWCSVY 68 
E +ED A + DAS HP Y+EGQ C NC + +A WG C+ F LV A GWC+ + 
Objeto: 2 ERLSEDDPAAQALEYRHDASSVQHPAYEEGQTCLNCLLYTDASAQDWGPCS--VFPGKLVSANGWCTAW 69 


(h) Alinhamento múltiplo de sequências pelo programa Clustal W2 
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FIGURA 7,31 Exemplos de alinhamentos de sequências peptídicas. (a) Alinhamento aos pares pelo programa BLAST. 

As proteínas alinhadas são proteínas com alto potencial de serem proteínas de ferro-enxoíre. pequenas proteínas bacterianas, cuj as 
sequências estão arquivadas na base de dados SWISS-PROT. Os resíduos de amino ácidos estão indicados pelos seus códigos de uma 
letra (Tabela 4.1), e as lacunas estão indicadas por hífens. A sequência-questão ( query sequence ) é a proteína ferro-enxofre isozima 1 
de Halorhodospira halophila (HIP1_HALHA, número de acesso P04168 no SWISS-PROT; isozimas são enzimas de um mesmo or- 
ganismo que, embora sejam catalítica e estruturalmente semelhantes, são geneticamente distintas), e a sequência -objeto {subject se- 
quence) é a proteína ferro-enxofre isozima 2 de Ectothiorhodospira vacuolata (HPI2_ECTVA, número de acesso P38524 no SWISS- 
-PROT). As primeiras duas linhas (em verde ) identificam a sequência-objeto e indicam a sua extensão em resíduos. Isso é seguido 
por uma série de estatísticas de alinhamento (em preto). A sequência-questão e a sequência-objeto são então alinhadas verticalmen- 
te (em azul), com a linha entre elas (em preto) indicando resíduos que são idênticos (por seus códigos de uma letra) ou similares 
(por um sinal positivo [+ ]). As saídas geradas pelo BLAST consistem em uma série desses alinhamentos aos pares. (6) Alinhamento 
múltiplo de cinco sequências de proteínas ferro-enxofre (HiPIP) pelo programa ClustalW2: as duas sequências anteriores, as suas 
isozimas 1 e 2 correspondentes (P38941 e P04169) e a proteína ferro-enxofre de Rhodocyclus gelatinosus (P00265). Os resíduos nesse 
alinhamento múltiplo de sequências estão coloridos de acordo com o tipo de resíduo e o grau de confiança de seus alinhamentos. O 
gráfico de barras abaixo do alinhamento indica a qualidade deste com base no escore de BLOSUM62 das substituições. Note-se que 
o alinhamento dos resíduos 9 ao 29 da P04168 (sequência-questão na Parte a) com P38524 difere daquele na Parte a. 



mina um grau de confiança extremamente elevado de que as 
sequências-questão e-objeto são homólogas. O BLAST tam- 
bém registra um “escore de bit” para cada alinhamento, que é 
um tipo de escore de alinhamento normalizado. 

h. Alinhamentos de múltiplas sequências com CLUSTAL 
O BLAST realiza apenas alinhamentos aos pares. Para ali- 
nhar simultaneamente mais de duas sequências, isto é, para 
conseguir um alinhamento de múltiplas sequências como o 
da Tabela 7.4, deve ser utilizado um programa diferente. O 
programa desse tipo que é, talvez, o mais amplamente utili- 
zado, é o ClustalW2, disponível ao público para uso intera- 
tivo na internet em http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2. A 
entrada ( input ) para esse programa é um arquivo contendo 
todas as sequências (de peptídeos ou de DNA) a serem ali- 
nhadas. Como com o BLAST avançado, o usuário pode sele- 
cionar a matriz de substituição e os parâmetros de penalidade 
por lacuna que o ClustalW2 utiliza. O ClustalW2 começa por 
encontrar todos os alinhamentos de pares possíveis para as 
sequências introduzidas. Isso permite que o programa deter- 
mine as relações das sequências introduzidas com base em 
seus escores de similaridade, de modo a gerar uma árvore 
filogenética grosseira, chamada de dendrograma. Depois, ini- 


ciando com o escore de alinhamento de pares mais elevado, 
ele executa realinhamentos sequenciais com base nas sequên- 
cias restantes, as quais são adicionadas em ordem decrescente 
de parentesco com as sequências previamente adicionadas. 
Enquanto faz isso, o programa também introduz lacunas, 
conforme a necessidade. A saída ( output ) do ClustalW2 é o 
alinhamento das sequências (p. ex., Fig. 7.316). 

Programas para o alinhamento de múltiplas sequências 
são facilmente confundidos por anomalias como sequências 
que não são homólogas ou que contêm segmentos homólo- 
gos em ordens diferentes. Por isso, alinhamentos de múltiplas 
sequências devem ser cuidadosamente inspecionados para 
determinar se são sensíveis e, se necessário, devem ser corri- 
gidos manualmente. De fato, na Fig. 7.31a, o alinhamento dos 
primeiros 21 resíduos da sequência-questão (P04168) com a 
sequência-objeto (P38524) difere daquele na Fig. 7.316. 

i. O uso de perfis estende as sensibilidades 
dos alinhamentos de sequências 

Alinhamentos de múltiplas sequências podem ser utiliza- 
dos para aumentar a sensibilidade de buscas por similari- 
dade, isto é, podem ser utilizados para detectar semelhan- 
ças de sequências que possuem similaridade pequena, mas 
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significativa. Por exemplo, em alinhamentos aos pares, o 
peptídeo A pode aparentemente ser similar ao peptídeo B 
e o peptídeo B pode aparentemente ser similar ao peptídeo 
C, mas os peptídeos A e C podem não ser aparentemente 
similares entre si. Porém, um alinhamento múltiplo das se- 
quências dos peptídeos A, B e C revelará as semelhanças 
entre os peptídeos A e C. Essa ideia foi estendida pela cons- 
trução de perfis (também chamados de matrizes de escores 
posição-específicos), que levam em consideração o fato de 
que alguns resíduos de uma dada proteína são estrutural 
e/ou funcionalmente mais importantes do que outros, e 
portanto são menos sujeitos a mudanças evolutivas. Assim, 
para cada posição de um alinhamento de múltiplas sequên- 
cias, resíduos altamente conservados recebem um grande 
escore positivo, posições fracamente conservadas recebem 
um escore próximo de zero e resíduos não conservados 
recebem um grande escore negativo. Muitos algoritmos 
geradores de perfis são fundamentados em modelos esta- 
tísticos chamados de modelos ocultos de Markov (HMMs, 
de hidden Markov models). A utilização desses padrões de 
conservação tem sido aplicada com sucesso para encontrar 
sequências que são tão distantemente relacionadas de uma 
sequência-questão (até então na zona crepuscular), que o 
BLAST não as consideraria como tendo similaridades de 
sequência significativas. 

O programa PSI-BLAST (de nosition-specific iterated 
BLAST}, que também está disponível para uso em http:// 
www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/blast.cgi, utiliza os resultados 
de uma busca do BLAST com uma sequência-questão para 
gerar um perfil e, depois, utiliza o perfil gerado para buscar 
novos alinhamentos. Esse processo é iterativo, pois o perfil 
gerado após cada busca de alinhamento é utilizado para fazer 
uma nova busca de alinhamento e assim por diante, até que 
nenhum alinhamento significativo adicional seja encontrado. 
Por exemplo, para a sequência-questão utilizada na Fig. 7.31a 
(HIP1_HALHA; número de acesso P04168 no Swiss-Prot), 
o BLAST encontra apenas cinco sequências (chamadas de 
hits) na base de dados do Swiss-Prot que possuem valores E 
menores do que 0,001 (que inclui um autoalinhamento) . Em 
contraste, o PSI-BLAST encontra 16 desses hits após três ite- 
rações (e nenhum hit adicional na quarta iteração, ao que se 
diz que a busca convergiu). Assim, a utilização de uma aná- 
lise de perfil torna possível a detecção de parentescos entre 
sequências que são sutis, mas significativos, e que, como será 
visto em capítulos posteriores, são indicações importantes de 
relações evolutivas e funcionais. 

j. Genes estruturais devem ser alinhados como polipeptídeos 
Em muitos casos, somente a sequência de bases do DNA 
que codifica uma proteína é conhecida. De fato, a maioria 
das sequências de proteínas conhecidas foi inferida a par- 
tir de sequências de DNA. Embora tanto o BLAST como 
o ClustalW2 sejam capazes de alinhar sequências de ácidos 
nucleicos (e sejam rotineiramente utilizados para fazer isso), 
deve-se, em vez de comparar apenas as sequências de bases, 
alinhar as sequências de aminoácidos inferidas a partir dos 
genes estruturais. Isso deve ser feito porque as comparações 
de sequências de aminoácidos permitem identificar sequên- 
cias que compartilharam um ancestral comum há mais de 1 
bilhão de anos (p. ex., aquelas do citocromo c e da histona 
H4; Fig. 7.23), enquanto é raro detectar homologias em se- 


quências de DNA não codificadoras que divergiram há mais 
de 200 milhões de anos ou em sequências codificadoras que 
divergiram há mais de 600 milhões de anos. Existem três ra- 
zões para isso: 

1. O DNA possui apenas quatro bases diferentes, en- 
quanto os peptídeos consistem em 20 resíduos de ami- 
noácidos distintos. Como consequência, é muito mais fá- 
cil encontrar alinhamentos falsos no DNA, pelo menos 
para segmentos curtos, do que em peptídeos (um gráfico 
de pontos de dois DNAs não relacionados tem, em média, 
25% dos seus espaços preenchidos, contra 5% para poli- 
peptídeos não relacionados). 

2. O DNA evolui muito mais rapidamente do que as pro- 
teínas. Nas regiões codificadoras de genes estruturais, 24% 
das trocas de uma única base determinam a codificação do 
mesmo aminoácido. Existem poucas restrições evolutivas 
para manter a identidade de sequência dessas bases ou das 
regiões não codificadoras dos genes (p. ex., daquelas conten- 
do íntrons). Assim, as restrições evolutivas sobre as proteí- 
nas são mais rigorosas do que aquelas sobre o DNA. 

3. Alinhamentos diretos de sequências de DNA não utili- 
zam matrizes de substituição de aminoácidos, como a PMA- 
250 e a BLOSUM62 e, portanto, não são restringidos pela 
informação evolutiva implícita nessas matrizes (embora haja 
matrizes 4x4 análogas para substituições de bases) . 

Se a sequência de bases de um gene estrutural é conhe- 
cida, as suas supostas regiões controladoras, particularmente 
seus códons de início e término, em geral podem ser identi- 
ficadas. Isso, por sua vez, revela qual das duas fitas comple- 
mentares do DNA é a chamada fita-senso (a qual possui a 
mesma sequência do mRNA transcrito a partir do DNA) e 
indica a sua fase de leitura correta. Quando não está claro 
que um segmento de DNA flanqueado pelo que parecem ser 
códons de início e término codifica efetivamente uma pro- 
teína, podem-se comparar as sequências de aminoácidos de 
todas as seis fases de leitura possíveis (três para cada uma das 
duas fitas de DNA complementares). De fato, o BLAST faz 
isso automaticamente quando alinha sequências peptídicas 
com base em sequências de DNA. 

C. Construção de árvores filogenéticas 

Árvores filogenéticas foram inicialmente feitas por Linnaeus, 
o biólogo do século XVIII que criou o sistema de taxonomia 
(classificação biológica) que é utilizado até os dias de hoje. 
Essas árvores (p. ex., Fig. 1.4) foram originalmente funda- 
mentadas em características morfológicas, cujas medições 
eram, em sua maior parte, subjetivas. Foi somente após o 
advento da análise de sequências que a geração de árvores 
filogenéticas foi colocada sobre uma base quantitativa firme 
(p. ex., Fig. 7.22). Nos parágrafos seguintes, serão discutidas 
as características das árvores filogenéticas e como elas são 
geradas. 

A Figura 7.32a é uma árvore filogenéüca que representa 
as relações evolutivas entre quatro genes homólogos, A, B, C 
e D. A árvore consiste em quatro folhas ou nódulos externos, 
cada um deles representando um desses genes, e dois pontos 
de ramificação ou nódulos internos, que representam genes 
ancestrais. A extensão de cada ramo indica o grau de dife- 
rença entre os dois nódulos que ele conecta. Todos os pontos 
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FIGURA 7.32 Árvores filogenéticas. (a) Uma árvore sem raiz 
com quatro folhas (A, B, C e D) e dois pontos de ramificação. 
(6) As cinco árvores com raiz que podem ser geradas a partir 
da árvore sem raiz da Parte a. As raízes estão representadas e 
numeradas em vermelho. 


dos para a construção de árvores filogenéticas com base em 
alinhamentos de sequências. 

Em uma classe de métodos para a construção de árvo- 
res filogenéticas, os dados de sequência são convertidos em 
uma matriz de distâncias, que é uma tabela mostrando as 
distâncias evolutivas entre todos os pares de genes no con- 
junto de dados (p. ex., Tabela 7.5). Distância evolutiva é o 
número de diferenças de sequência entre dois genes (ideal- 
mente corrigido para a possibilidade de ocorrência de mu- 
tações múltiplas em um dado sítio). Essas quantidades são 
utilizadas para calcular as extensões dos ramos da árvore, 
presumindo-se que elas sejam aditivas, isto é, que a distância 
entre qualquer par de folhas sej a a soma das extensões dos 
ramos que as conectam. 

Talvez a maneira conceitualmente mais simples (se é que 
se pode utilizar esse termo) para a geração de uma árvore 
filogenética seja pelo método de união de vizinhos (N-J, da 
expressão neighbor-joining). Nesse método, supõe-se inicial- 
mente que exista apenas um nódulo interno, Y, e que, por 
isso, todas as N folhas se projetam a partir dele em um pa- 
drão radial (Fig. 7.33a). As extensões dos ramos da figura em 
forma de estrela gerada são então calculadas de acordo com 
relações como d AB = d AY + d BY (em que d AB é a extensão 
total dos ramos conectando as folhas A e B, etc.), d AC = d AY 
+ d CY e d BC ~ d BY + d CY , de modo que, por exemplo, d AY - 
5 (<*ab + d AC - d BC ). Um par de folhas é então transferido da 
estrela para um novo nódulo interno, X, que fica conectado 
ao centro da estrela por um novo ramo, XY (Fig. 7-336), e 
a soma das extensões de todos os ramos, S AB , nessa árvore 
revisada é calculada: 


de ramificação são binários, isto é, considera-se que um gene 
dá origem a apenas dois descendentes de cada vez, de modo 
que os ramos podem apenas bifurcar (embora os pontos de 
ramificação possam ser tão próximos uns dos outros que as 
suas ordens não podem ser determinadas; p. ex., a raiz da 
Fig. 7.22). Nota-se que essa é uma árvore sem raiz, isto é, 
ela indica as relações entre os quatro genes, mas não fornece 
qualquer informação a respeito dos eventos evolutivos a par- 
tir dos quais eles se originaram. As cinco rotas evolutivas que 
são possíveis para essa árvore sem raiz estão representadas 
na Fig. 7.32 b como diferentes árvores com raiz, nas quais o 
nódulo por meio do qual a raiz une-se à árvore representa o 
último ancestral comum dos quatro genes. Apenas com o co- 
nhecimento dos genes A, B, C e D, a análise filogenética não 
é capaz de distinguir entre essas árvores com raiz. Para en- 
contrar a raiz da árvore, é necessária a obtenção da sequên- 
cia de um grupo externo, um gene homólogo que é menos 
relacionado aos genes da árvore do que eles são relacionados 
entre si. Isso permite que a raiz da árvore seja identificada 
e, portanto, que a rota por meio da qual os genes evoluíram 
seja elucidada. 

O número de árvores bifurcantes diferentes com as mes- 
mas n folhas aumenta de maneira extremamente rápida com 
o aumento de n (p. ex., para n = 10, ele é maior que 2 mi- 
lhões). Infelizmente, não existe um método exato para a ge- 
ração de uma árvore filogenética ideal. De fato, não há uma 
concordância geral a respeito do que constituiria uma árvore 
ideal. Como consequência, vários métodos têm sido formula- 



FIGÜJRÂ 7 .33 Operações empregadas no método de união de 
vizinhos (neighbor-joining) para a construção de uma árvore 
filogenética. («) A configuração inicial, (b) A transferência das 
folhas G e H para um novo ponto de ramificação que está co- 
nectado à estrela central (em vermelho). 
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ki= AB 

_ djYü \2Q ~ Ra ~ * B ] 

~ ~2~ + 2(Aí - 2) [7.6] 


em que 


A r í - 1 


Q- 2 24 

i=l /= l 



(i.e., a soma de todos os elementos fora da diagonal na meta- 
de única da matriz de distância), 


N 

Ra — 2 d aí 

í=i [7.8] 

(i.e., a soma dos elementos na A ts,m linha da matriz de dis- 
tância), e 



As duas folhas são depois retornadas às suas posições origi- 
nais, substituídas por um segundo par de folhas, sendo que 
então a extensão total dos ramos é novamente calculada. O 
processo é repetido até que todos os N(N - l)/2 pares de fo- 
lhas possíveis sejam tratados dessa maneira. O par que gerar 
o menor valor de S- (a extensão total de ramos mais curta) 
nesse processo, cujos membros serão os vizinhos mais próxi- 
mos na árvore final, é combinado em uma única unidade cuj a 
extensão é a média dos dois ramos, gerando uma estrela com 
um ramo a menos. Se as folhas A e B forem escolhidas como 
vizinhas, então as extensões dos ramos que as conectam são 
estimadas 
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FIGURA 7.34 Uma árvore filogenética sem raiz das cinco se- 
quências de proteínas ferro-enxofre que estão alinhadas na Fig. 
7.316. A árvore foi gerada pelo Clustal, utilizando o método de 
união de vizinhos. Os números indicam as extensões relativas 
dos ramos associados. 


e 


(N - l)(R t + R t ) -2Q- (Aí 2 -3 N + 2 )d AB 
dxY ~~ 2(AÍ - 2)(N - 3) 

[7.12] 

Supondo que ^AB possui o menor valor de todos os S tj , uma 
nova matriz de distância é calculada, cujos elementos, d 1 -, são 
os mesmos que d ij; com a exceção de que d' A _ Bi — d’ iAB - (d Ai 
+ d B: )l2, em que d’ ABi é a distância entre as folhas A e B, 
representada pela média dos dois ramos, e a folha i. Todo o 
processo é então repetido tantas vezes quanto for necessário, 
de modo a encontrar todos os pares de sequências vizinhas 
mais próximas, para gerar, assim, uma árvore filogenética. A 
Figura 7.34 é uma árvore filogenética sem raiz, gerada pelo 
Clustal a partir do alinhamento de sequências múltiplas mos- 
trado na Fig. 7.316 utilizando o método N-J. 

O método N-J é representativo de procedimentos de 
construção de árvores com base em distâncias. Existem ain- 
da dois outros tipos de critérios para a construção de árvores 
que são amplamente utilizados: 

L A máxima parcimônia (MP), que é fundamentada no 
princípio da “navalha de Occam” ( Occam's razor): a melhor 
explicação dos dados é a mais simples. Assim, os métodos 
com base em MP assumem (talvez de maneira imprecisa) 
que a evolução ocorre por meio do menor número possível 
de mudanças genéticas e, portanto, que a melhor árvore fi- 
logenética é aquela que requer o menor número de trocas 
de sequência para explicar um alinhamento de múltiplas se- 
quências. 

2. A máxima probabilidade (ML, de maximum likelyhood), 
permite encontrar a árvore e as extensões de ramos com a 
maior probabilidade de gerar o alinhamento de múltiplas se- 
quências observado. Isso, por sua vez, requer um modelo evo- 
lutivo que indique a probabilidade de ocorrência de cada tipo 
de troca de resíduo (p. ex., as matrizes de substituição PMA). 

Devido ao fato de o número de árvores possíveis aumen- 
tar muito rapidamente com o aumento do número de folhas, 
a construção de uma árvore filogenética é uma tarefa de in- 
tenso esforço computacional, mesmo para conjuntos relati- 
vamente pequenos de sequências alinhadas (p. ex., N = 20, 
embora métodos com base em distâncias exij am um trabalho 
de computação muito menor do que o exigido por métodos 
com base em MP ou ML) . Além disso, em razão das ambigui- 
dades inerentes a todos os procedimentos para a construção 
de árvores, foram desenvolvidos testes estatísticos para a ve- 
rificação da validade de qualquer árvore gerada. 


5 SÍNTESE QUÍMICA DE POLIPEPTÍDEOS 

Nesta seção, serão descritos métodos de síntese química de 
polipeptídeos a partir de aminoácidos. A habilidade de se 
confeccionar polipeptídeos não disponíveis na natureza tem 
um potencial biomédico considerável: 

1. Investigar as propriedades de polipeptídeos ao se variar 
sistematicamente suas cadeias laterais. 

2. Obter polipeptídeos com propriedades únicas, espe- 
cialmente aqueles com cadeias laterais não padrão ou com 
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marcações isotópicas incorporadas em resíduos específicos 
(nenhum dos dois é obtido facilmente usando métodos bio- 
lógicos) . 

3. Produzir farmacologicamente polipeptídeos ativos que 
sejam raros ou inexistentes biologicamente. 

Uma das aplicações mais promissoras da síntese de po- 
lipeptídeos é a produção de vacinas sintéticas. Vacinas, que 
têm sido feitas de vírus mortos (inativados) ou atenuados 
(“vivos”, porém mutados de modo a não causar doença), 
estimulam o sistema imune a sintetizar anticorpos direciona- 
dos especificamente contra aqueles vírus, consequentemen- 
te conferindo imunidade a eles (a resposta imunológica é 
discutida na Seção 35.2A). O uso de tais vacinas, no entanto, 
não se dá sem risco; vírus atenuados, por exemplo, podem 
sofrer mutações, gerando uma forma virulenta, enquanto 
vacinas de vírus mortos têm, em várias ocasiões, causado 
doença porque continham vírus vivos. Além disso, vários 
vírus são difíceis de serem cultivados e, por consequência, 
é difícil obter material suficiente para a produção da vacina. 
Tais problemas seriam eliminados pela preparação de va- 
cinas a partir de polipeptídeos sintéticos que possuíssem as 
sequências de aminoácidos dos epitopos virais (determinan- 
tes antigênicos; agrupamentos moleculares que estimulam o 
sistema imune a produzir anticorpos contra eles). De fato, 
muitas dessas vacinas sintéticas já estão em uso. 

Os primeiros polipeptídeos sintetizados quimicamente 
foram compostos por apenas um tipo de aminoácido, sendo 
então chamados de homopolipeptídeos. Esses compostos, 
como poliglicina, polisse rina e polüisina, são sintetizados 
facilmente de acordo com métodos clássicos de química de 
polímeros. Eles serviram como compostos-modelo valiosos 
no estudo das propriedades físico-químicas de polipeptídeos, 
como o comportamento conformacional e interações com o 
ambiente aquoso. 

A primeira síntese química de um polipeptídeo biologi- 
camente ativo foi a do hormônio nonapeptídico (9 resíduos 
de aminoácidos) ocitocina, por Vincent du Vigneaud em 
1953: 


Cys — Tyr — üe — Gin — Asn — Cys — Pro ^-Leu — Gly 

1 9 

Ocitocina 

Desde então, melhoramentos na metodologia de síntese de 
polipeptídeos permitiram a síntese de inúmeros polipeptíde- 
os biologicamente ativos e de muitas proteínas. 


grupo amino, agora o novo N -terminal do peptídeo, deve 
ser desprotegido (desbloqueado), de modo que a próxima 
ligação peptídica possa ser formada. Portanto , cada ciclo de 
adição de aminoácido requer um passo de acoplamento e um 
passo de desbloqueio. Além disso, as cadeias laterais reativas 
devem ser bloqueadas para evitar que participem nas reações 
de acoplamento, e, por fim, desbloqueadas na etapa final da 
síntese. 

As primeiras reações que foram desenvolvidas para 
sintetizar polipeptídeos, como no caso da síntese de ocito- 
cina, eram realizadas inteiramente em solução. As perdas 
decorrentes do isolamento e purificação dos produtos da 
reação de cada uma das muitas etapas contribuem signifi- 
cativamente para o baixo rendimento do polipeptídeo final. 
Essa dificuldade foi engenhosamente vencida, em 1962, por 
Bruce Merrifield, por meio do desenvolvimento da sínte- 
se de peptídeos em fase sólida (SPFS). Na SPFS, a cadeia 
polipeptídica crescente está ancorada covalentemente, 
normalmente pela extremidade C-terminal, a um suporte 
sólido insolúvel, como esferas de resina de poliestireno, e 
os aminoácidos devidamente bloqueados e reagentes são 
adicionados na sequência apropriada (Fig. 7.35). Isso per- 
mite a recuperação e purificação quantitativas dos produtos 
intermediários por meio da simples filtração e lavagem das 
esferas. 

Quando as cadeias polipeptídicas são sintetizadas pela 
adição de aminoácidos à extremidade N-ter minai (direção 
oposta à da biossíntese proteica; Seção 5.4Ba), os grupos 
a-amino de cada aminoácido, que são adicionados sequen- 
cialmente, devem ser quimicamente protegidos durante a 
reação de ligação. O grupo fert-butiloxicarbonil (Boc) é fre- 
quentemente usado com esse propósito, 

0 ^ o 

(CH 3 ) 3 C— O— c— Cl + H 3 N-CH-q 

o- 


Cloreto de 
t- butiloxic arbonila 


a-Aminoácido 



(CH 3 ) 3 C— O 


o 

c— NH 


R 


CH-C 




O 



Boc- aminoácido 


A. Procedimentos de síntese 

Os polipeptídeos são sintetizados quimicamente ao se liga- 
rem (acoplando-se) aminoácidos covalentemente, um de 
cada vez, à extremidade de uma cadeia polipeptídica em cres- 
cimento. Supõe-se que o polipeptídeo seja sintetizado a par- 
tir de sua extremidade C-terminal em direção à N-terminal; 
ou seja, a cadeia crescente termina com um grupo amino 
livre. Então, cada aminoácido que está sendo adicionado à 
cadeia deve ter o seu grupo a-amino quimicamente protegi- 
do (bloqueado), caso contrário, ele reagiria com outras mo- 
léculas afins, além de reagir com o grupo aminoterminal da 
cadeia. Uma vez que o novo aminoácido foi acoplado, seu 


como também o grupo 9-fluorení Imetoxicarbonil (Fmoc): 



9‘Fluorenilmethoxicarbonil 
Grupo Fmoc 

Os dois grupos sofrem reações análogas, porém, a seguir, se- 
rão discutidas apenas as reações do grupo Boc. 
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a. Ancoramento da cadeia ao suporte inerte 
A primeira etapa em SPFS é o acoplamento do amino ácido 
C-terminal ao suporte sólido. O suporte mais comumente 
usado é uma resina de poliestireno de ligação cruzada com 
grupos pendentes de clorometila. O acoplamento da resina 
ocorre por meio da seguinte reação: 
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R 
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C1CH. 


(CH 3 ) 3 C— O-C- NH-CH-C + 
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OH 


Boc-aminoácido 
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inerte 


Et 3 N 


R O 
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(CH 3 ) 3 C — O “ C - NH — 



+ Et 3 NHCl 


A resina resultante ligada ao a-aminoácido é filtrada 
e lavada. O grupo amino é então desbloqueado por trata- 
mento com um ácido anidro, como o ácido trifíuoroacético, 
que deixa intacta a ligação alquilbenzil-éster ao suporte de 
resina: 


(CH 3 ) 3 C 


O RO 

o— c— NH— dl— C 

B oc- aminoãci do 



CF^COOH in CH 2 C1 2 
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Isobutileno 
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y Um ciclo 


b* Acoplamento de aminoãcidos 

A reação que acopla dois aminoácidos por meio de uma 
ligação peptídica é endergônica, e, portanto, deve ser ati- 
vada para que se obtenha um rendimento significativo. 
Carbodi-imidas (R — ■N=C=N — R'), como a dicicloexil- 
carbodi-imida (DCCD), são os agentes acopladores mais 
comumente usados: 


Acoplamento do 
aminoácido (formação 
da ligação peptídica) 
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FIGURA 7.35 Diagrama de fluxo para síntese de polipeptí- 
deos pelo método em fase sólida. O símbolo M, representa o 
número do resíduo de aminoácido a ser adicionado ao polipep- 
tídeo, S ; é o grupo de proteção da cadeia lateral e Y representa 
o grupo de proteção da cadeia principal. As reações específicas 
são discutidas no texto. (Segundo Erikson, B.W. e Merrifield, 
R.B., in Neurath, H. e Hill, R.L. (Eds.) } The Proteins (3rd ed.) } 
Vol. 2 ,p. 259, Academic Press [1979].) 
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O intermediário O-acilureia que resulta da reação de DCCD 
com o grupo carboxila de um a-aminoácido protegido por 
Boc reage prontamente com o a-aminoácido ligado à resina, 
formando a ligação peptídica desejada com alto rendimento. 
Ao se alternar reações de desbloqueio e acoplamento, um 
polipeptídeo com a sequência de amino ácidos desejada pode 
ser sintetizado. A natureza repetitiva dessas operações permi- 
tiu que o método SPFS fosse facilmente automatizado. 

Durante a síntese de peplídeos, muitas das cadeias late- 
rais também necessitam de proteção, para evitar que reajam 
com o agente acoplador. Embora existam muitos grupos blo- 
queadores diferentes, o grupo benzila é o mais amplamente 
usado (Fig. 7.36). 
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FIGURA 7 .36 Alguns aminoácidos com cadeias laterais prote- 
gidas por benzila e um grupo a-amino protegido por Boc. Es- 
sas substâncias podem ser usadas diretamente nas reações de 
acoplamento que formam ligações peptídicas. 
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c. Liberação do polipeptídeo da resina 
A etapa final na SPFS é a clivagem do polipeptídeo do supor- 
te sólido. A ligação benzil-éster da extremidade C-terminal 
do polipeptídeo à resina-suporte pode ser clivada por trata- 
mento com HF líquido: 
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O grupo Boc ligado à extremidade N-terminal do polipep- 
tídeo e os grupos benzila que protegem as cadeias laterais 
também são removidos por esse tratamento. 

B. Problemas e perspectivas 

As etapas recém-descritas parecem bastante simples, mas 
elas não são tão fáceis como parecem. Uma dificuldade im- 
portante no procedimento como um todo é o baixo rendi- 
mento cumulativo. As razões disso: a síntese de uma cadeia 
polipeptídica contendo n ligações peptídicas requer pelo 
menos 2 n etapas de reação - uma para o acoplamento e ou- 
tra para o desbloqueio de cada resíduo. Se um polipeptídeo 
do tamanho de uma proteína precisa ser sintetizado em uma 
quantidade apreciável, cada etapa de reação deve, então, 
ser essencialmente quantitativa. Caso contrário, o rendi- 
mento do produto final será muito pequeno. Por exemplo, 
na síntese de uma cadeia polipeptídica de 101 resíduos, na 
qual cada uma das 200 etapas de reação se dá com o exce- 
lente rendimento de 98 % , o rendimento final será de apenas 
0,98 200 x 100 — 2%. Portanto, embora oligopeptídeos pos- 
sam ser produzidos rotineiramente, a síntese de polipeptí- 
deos grandes requer uma atenção quase que obsessiva aos 
detalhes químicos. 

Um problema adicional é que o polipeptídeo sintético 
recém-liberado deve ser purificado. Essa pode ser uma tarefa 
difícil, porque um nível significativo de reações incompletas 
e/ou reações paralelas em cada um dos estágios da SPFS re- 
sultará, no caso de polipeptídeos grandes, em um gradiente 
quase que contínuo de produtos muito semelhantes. O uso 
de técnicas de fase reversa em HPLC (Seção 6.3Dh), no 


entanto, facilitou muito esse processo de purificação. Além 
disso, a qualidade, tanto dos intermediários quanto dos pro- 
dutos finais, pode ser prontamente verificada por técnicas de 
espectrometria de massa (Seção 7.11). 

Usando SPFS automatizada, Merrifield sintetizou o 
hormônio nonapeptídico bradidnina com rendimento de 
85%: 

Arg— Pro — Pro — Gly — Phe — Ser — Pro — Phe — Arg 

Bradidnina 

Contudo, foi somente em 1988, com o melhoramento con- 
tínuo nos rendimentos das reações (em média, maior que 
99,5%) e a eliminação de reações paralelas, que foi possível 
sintetizar polipeptídeos de —100 resíduos com qualidade ra- 
zoável. Stephen Kent sintetizou a protease de 99 resíduos do 
HIV-1 (uma enzima essencial na maturação do vírus da de- 
ficiência humana 1 [IHV-1. um vírus da Aids; Seção 15.4C]) 
em tamanha quantidade e grau de pureza que, ao ser renatu- 
rada (dobrada na sua conformação nativa; Seção 9.1 A), ela 
exibiu plena atividade biológica. De fato, essa proteína sin- 
tética foi cristalizada e sua estrutura por raios X mostrou-se 
idêntica à da protease do HIV-1 sintetizada biologicamente. 
Kent também sintetizou a protease do HIV-1 a partir de d- 
-aminoãcidos, verificando experimentalmente, pela primei- 
ra vez, que tal proteína possui quir alidade oposta à da sua 
contraparte produzida biologicamente. Além disso, essa pro- 
tease de D-aminoácidos catalisa a clivagem do seu polipep- 
tídeo-alvo feito de D-aminoácidos, mas não o formado por 
L-aminoácidos que é o substrato da protease do HIV-1 que 
ocorre naturalmente. 
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FIGURA 7.37 A reação de ligação química nativa. O peptídeo 1 possui um grupo tioéster C-terminal (R é um grupo alquila), 
enquanto o peptídeo 2 possui um resíduo de Cys na extremidade N-terminal. A reação, que ocorre em solução aquosa em pH 7, é 
iniciada pelo ataque nucleofílico do grupo tiol da Cys do peptídeo 2 ao grupo tioéster do peptídeo 1, produzindo, em uma reação 
de troca de grupos tiol, um novo grupo tioéster. Esse intermediário (indicado pelos colchetes) sofre um rápido ataque nucleofílico 
intramolecular, produzindo uma ligação peptídica nativa no sítio da ligação. (Obtida de Dawson, P.E., Muir, T.W., Clark -Lewis, I. 
e Kent, S.B.H., Science 266, 777 [1994].) 
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Apesar do que foi dito, o acúmulo de produtos laterais 
ligados à resina limita o tamanho dos polipeptídeos a serem 
rotineiramente sintetizados por SPFS a —60 resíduos. Kent 
resolveu parcialmente essa limitação pelo desenvolvimento 
da chamada reação de ligação química nativa, que une dois 
polipeptídeos por uma ligação peptídica, gerando polipeptí- 
deos de até —120 resíduos (Fig. 7.37). Ademais, vários seg- 
mentos peptídicos podem ser ligados consecutivamente por 
ligação química nativa, de modo que se pode imaginar que 
é possível fazer síntese química de polipeptídeos formados 
por várias centenas de resíduos. De fato, usando essa téc- 
nica, Kent sintetizou o “dímero covalente” de 203 resíduos 
da protease do HIV-1 (Seção 15.4C) a partir de quatro pep- 
tídeos sintéticos - o maior polipeptídeo linear já sintetiza- 
do - e mostrou que retinha completamente sua atividade 
enzimática. 

6 SÍNTESE QUÍMICA DE OLIGONUCLEOTÍDEOS 

As técnicas de clonagem molecular (Seção 5.5) permitiram 
a manipulação genética de organismos para se investigar 
suas maquinarias celulares, alterar as suas características e 
produzir proteínas escassas ou especificamente alteradas em 
grandes quantidades. A capacidade de se sintetizar quimi- 
camente oligonucleotídeos de DNA de sequências de bases 
específicas é parte indispensável dessa poderosa tecnologia. 
Assim, como visto, oligonucleotídeos específicos são ne- 
cessários como sondas em Southern blotting (Seção 5.5D) e 
em hibridização in situ (Seção 5.5Ea), como iniciadores na 
PCR (Seção 5.5F) e para se fazer mutagênese sítio-dirigida 
(Seção 5.5Gc). 

A. Procedimentos de síntese 

A estratégia básica da síntese de oligonucleotídeos é análoga 
à da síntese de polipeptídeos (Seção 7.5 A): Um nucleotídeo 
adequadamente protegido é acoplado à extremidade crescente 
de uma cadeia oligonucleotídica, o grupo protetor é removido 
e o processo é repetido até que o oligonucleotídeo desejado te- 
nha sido sintetizado. A primeira técnica prática para a síntese 
de DNA, o método de fosfodiéster, que foi desenvolvido por 
H. Gobind Khorana na década de 1960, é um processo tra- 
balhoso no qual todas as reações são realizadas em solução, 
sendo que os produtos devem ser isolados em cada um dos 
estágios dessa síntese. Mesmo assim, Khorana usou esse mé- 
todo, em combinação com técnicas enzimáticas, para sinte- 
tizar um gene de tRNA de 126 nucleotídeos, em um projeto 
que exigiu muitos anos de esforço intenso por parte de vários 
químicos talentosos. 

a. 0 método da fosforamidita 

No início da década de 1980, esses processos difíceis e mo- 
rosos foram suplantados por metodologias em fase sólida 
muito mais rápidas, as quais permitiram que a síntese de 
oligonucleotídeo fosse automatizada. O método quími- 
co atualmente mais empregado, formulado por Robert 
Letsinger e desenvolvido subsequentemente por Marvin 
Caruthers, é conhecido por método da fosforamidita. Essa 
série de reações anidras adiciona um único nucleotídeo à 
cadeia crescente de nucleotídeos, como apresentado a se- 
guir (Fig. 7.38): 


1. O grupo protetor dimetoxitritila ( DMTr) na extremida- 
de 5' da cadeia crescente de oligonucleotídeo (que está anco- 
rada por sua extremidade 3 ' a um suporte sólido S por meio 
de um grupo de ligação) é removido por tratamento com um 
ácido, como o ácido tricloroacético (Cl 3 CCOOH). 

2. A extremidade 5' recém-liberada do oligonucleotídeo é 
acoplada ao derivado 3 '-fosforamidita do próximo desoxirri- 
bonucleotídeo a ser adicionado à cadeia. O agente acoplador 
nessa reação é o tetrazólio, que protona a porção di-isopro- 
pilamina do nucleotídeo a ser incorporado, tornando-a apta 
a deixar a molécula. Nesse estágio, nucleosídeos modificados 
(p. ex. , contendo uma marcação fluorescente) podem ser in- 
corporados ao oligonucleotídeo crescente. Da mesma forma, 
pode-se sintetizar uma mistura de oligonucleotídeos con- 
tendo bases diferentes nessa posição, adicionando -se uma 
mistura dos nucleosídeos desejados no lugar de apenas um 
nucleosídeo. 

3. Qualquer extremidade 5' que não tenha reagido (a rea- 
ção de acoplamento apresenta um rendimento de mais de 
99%) é protegida por acetüação, de forma a bloquear sua 
extensão nas reações de acoplamento subsequentes. Isso 



FIGURA 7.39 Microarranjos de DNA. Este microarranjo 
de —6.000 genes contém a maioria dos genes da levedura do 
fermento do pão, um em cada ponto. O microarranjo foi hibri- 
dizado aos cDNAs derivados de mRNAs extraídos da levedura. 
Qs cDNAs derivados de células multiplicadas na presença de 
glicose foram marcados com corante fluorescente vermelho, 
enquanto os cDNAs derivados de células crescidas na ausência 
de glicose foram marcados com corante fluorescente verde. 
Assim, os pontos vermelhos e verdes revelam, respectivamente, 
aqueles genes cuj a transcrição é ativada pela presença ou au- 
sência de glicose, enquanto os pontos amarelos ( vermelho mais 
verde ) indicam genes cuja expressão não é afetada pelos níveis 
de glicose. (Cortesia de Patrick Brown, Stanford University 
School of Medicine, EUA.) 
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FIGURA 7.40 A síntese fotolitográflca de um microarranjo de DNA. Na Etapa 1 do processo, oligonucleotídeos que estão 
ancorados a uma superfície de vidro ou silício, cada um possuidor de um grupo protetor fotossensível ( quadrados vermelhos ) na 
extremidade 5', são expostos à luz por um filtro que permite somente a iluminação dos oligonucleotídeos que serão acoplados, por 
exemplo, a um resíduo de T. A luz desprotege esses oligonucleotídeos de modo que apenas eles reagirão com o nucleotídeo T ati- 
vado, que é incubado com o chip na Etapa 2. O processo inteiro é repetido nas Etapas 3 e 4 com um filtro diferente para resíduos 
de G e, em ciclos de reações subsequentes, para resíduos de A e C, consequentemente estendendo todos os oligonucleotídeos em 
um resíduo. Esse ciclo quádruplo é então repetido tantas vezes quanto o número de nucleotídeos a ser adicionado para formar o 
conjunto final de oligonucleotídeos. Cada posição no microarranjo contém pelo menos 1 milhão de oligonucleotídeos idênticos. 
(Obtida de Pease, A.C., Solas, D., Sullivan, E.J., Cronin, M.T., Holmes, C.P. e Fodor, S.P.A., Proc. Natl. Acad . Sei 91, 5023 [1994].) 


evita a extensão de oligonucleotídeos errôneos (sequências 
falhas). 

4. O grupo fosfitotriéster resultante da etapa de acopla- 
mento é oxidado com I 2 a fosfotriéster (mais estável), produ- 
zindo, então, uma cadeia contendo um nucleotídeo a mais. 

Essas sequências de reações, realizadas em sintetizadores 
automatizados disponíveis comercialmente, podem ser repe- 
tidas até —250 vezes, consumindo 20 a 30 minutos em cada 
ciclo. Assim que o oligonucleotídeo com a sequência dese- 
jada tenha sido sintetizado, ele é tratado com NH 4 OH con- 
centrado para liberá-lo do suporte e remover os vários gru- 
pos bloqueadores, incluindo aqueles protegendo as aminas 
exocíclicas das bases. O produto pode, então, ser separado 
das sequências falhadas e dos grupos bloqueadores por fase 
reversa em HPLC e/ou eletroforese em gel. 

A maior molécula de DNA já sintetizada é o genoma 
inteiro de 582.970 pb do Mycoplasma genitalium (entre os 
menores genomas bacterianos). Inicialmente “cassetes” de 
5 a 7 kb, com extremidades sobrepostas, foram construídos 


pela ligação química sequencial de oligonucleotídeos de fita 
dupla sintéticos de —50 pb. Os 101 cassetes formados foram 
então unidos em etapas pelas suas extremidades sobrepostas. 
O sequenciamento do produto final confirmou que o genoma 
possuía a sequência correta. 

B. Microarranjos de DNA 

O sequenciamento do genoma humano (Seção 7.2B) é ape- 
nas o meio para se atingir um fim extremamente complexo. 
As questões de verdadeiro significado bioquímico são estas: 
quais são as funções dos —23.000 genes? Em quais células, 
sob quais circunstâncias e em que extensão cada um deles 
é expresso? Como os produtos desses genes interagem para 
produzir um organismo funcional? E quais são as conse- 
quências médicas dos genes variantes? O método tradicional 
de abordar tais questões, a abordagem “um gene por vez”, 
é simplesmente incapaz de fornecer a vasta quantidade de 
dados necessária para responder a essas questões. O que é 
necessário, portanto, são métodos que possam analisar os 
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processos biológicos globalmente, ou seja, técnicas que pos- 
sam monitorar ao mesmo tempo todos os componentes de 
um sistema biológico. 

Uma tecnologia que é capaz de realizar essas abordagens 
globais envolve o uso de microarranjos de DNA (também 
chamados de chips de DNA; Fig. 7.39). São arranjos de di- 
ferentes moléculas de DNA ancoradas a uma superfície de 
vidro, silício ou náilon em uma grade com uma superfície to- 
tal de ~ 1 cm 2 . Em uma das várias metodologias atualmente 
usadas para confeccionar microarranjos de DNA, um gran- 
de número (até 1 milhão) de oligonucleotídeos diferentes é 
sintetizado simultaneamente via uma combinação de fotoli- 
tografia (processo usado para fabricar chips eletrônicos) e 
síntese de DNA em fase sólida. Nesse processo (Fig. 7.40), 
que foi desenvolvido por Stephen Fodor, os nucleotídeos - 
a partir dos quais os oligonucleotídeos serão sintetizados - 
possuem, na extremidade 5', um grupo protetor removível 
fotoquimicamente, com a mesma função do grupo DMTr 
na síntese de DNA em fase sólida convencional (Fig. 7.38). 
Em um dado estágio do procedimento de síntese, os oligo- 
nucleotídeos que, por exemplo, requeiram um T na próxima 
posição, são desprotegidos ao se incidir luz sobre eles através 
de um filtro que evita que a luz incida sobre as outras posi- 
ções da grade que requeiram um nucleotídeo diferente nesta 
mesma posição (em uma metodologia alternativa, chamada 
de síntese de arranjo sem filtro, um arranjo de microespe- 
lhos individualmente programáveis direciona luz às posições 
desejadas). O chip é então incubado em uma solução de nu- 
cleotídeo timidilato (base timina) ativado, o qual se acopla 
somente aos oligonucleotídeos desprotegidos. Após a remo- 
ção, por lavagem, do nucleotídeo timidilato que não reagiu, 
o processo é repetido com diferentes filtros (diferentes pa- 
drões de luz na síntese de arranj o sem filtro) para cada um 
dos três nucleotídeos restantes. Pela repetição destas quatro 
etapas N vezes, um arranjo de todas as 4 a sequências de N 
resíduos possíveis pode ser sintetizado simultaneamente em 
4 N ciclos de acoplamento, em que N < 30 (até 100 na síntese 
de arranjo sem filtro). Um microarranjo de DNA está mos- 
trado na Fig. 7.41. 

Em uma das aplicações de microarranjos de DNA, oli- 
gonucleotídeos de L-resíduos (sondas) são organizados 
em um arranjo de L colunas por 4 linhas para um total de 
4 L sequências. A sonda na coluna M A do arranjo possui a 
sequência “padrão”, com exceção da posição M'~ da sonda, 
onde há um nucleotídeo diferente, A, C, G ou T, em cada li- 
nha. Assim, uma das quatro sondas de DNA em cada coluna 
terá a sequência-padrão, enquanto as outras três diferirão do 
DNA-padrão por apenas uma base. O arranjo de sondas é 
então hibridizado com o DNA ou RN A complementar, cuja 
variação relativa ao DNA-padrão será determinada, enquan- 
to o DNA ou RN A não hibridizado será removido por lava- 
gem. Esse DNA- ou RNA-“alvo” é marcado com fluorescên- 
cia, de modo que, quando irradiadas por laser, as posições 
no arranjo de sondas às quais ele se liga são reveladas como 
pontos fluorescentes. Uma vez que as condições de hibridi- 
zação podem ser ajustadas de modo que o não pareamento 
de uma única base reduza significativamente o nível de li- 
gação, um DNA- ou RNA-alvo que varie do complemento 
do DNA-padrão por alteração em uma só base na posição 
M~, por exemplo C ou A, seria prontamente detectado por 



FIGURA 7.41 O aparato de um microarranjo de DNA. Este 
Gene Chip proteje o microarranjo de DNA fixado no seu 
interior e fornece uma câmara conveniente de hibridização. 
Para acessá-lo, necessita-se de um aparelho especializado para 
medição de fluorescência. (Cortesia da Affymetrix, Inc., Santa 
Clara, Califórnia, EUA.) 


um aumento na fluorescência na linha correspondente a A 
na M à coluna relativa àquela de outras posições (um DNA- 
ou RNA-alvo exatamente complementar ao DNA-padrão 
exibiria forte fluorescência em cada uma de suas colunas 
na posição [linha] da base correspondente da sequência- 
-padrão) . A intensidade da fluorescência em cada posição do 
arranjo e, portanto, a variação da sequência em relação ao 
DNA-padrão, é rapidamente determinada com um aparelho 
de varredura de fluorescência computadorizado. Dessa ma- 
neira, polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs, de single 
nucleotide polymorphisms) podem ser detectados automati- 
camente. Está tornando-se cada vez mais aparente que varia- 
ções genéticas, e SNPs em especial, são muito responsáveis 
pela suscetibilidade de indivíduos a muitas doenças e reações 
adversas a drogas (efeitos colaterais; Seção 15.4B). 

Em uma metodologia alternativa de microarranjo de 
DNA, diferentes DNAs são depositados, de forma roboti- 
zada, em locais precisos sobre uma superfície de vidro. Esses 
DNAs frequentemente consistem em amplificações por PCR 
de insertos de clones de cDNA ou de sequências de marcas 
expressas (ESTs), que normalmente foram sintetizados por 
método robotizado. Os DNAs são depositados em gotícu- 
las do tamanho de nanolitros que evaporam rapidamente, 
deixando o DNA aderido ao substrato de vidro. Até 30.000 
DNAs, representando todos os genes de um organismo, po- 
dem ser depositados em um único chip de vidro. Esses micro- 
arranjos de DNA, muitos dos quais estão disponíveis comer- 
cialmente, são utilizados para monitorar o nível de expressão 
dos genes no tecido de interesse pelo grau de hibridização da 
população de mRNA ou cDNA marcada por fluorescência. 
Assim, eles podem ser usados para determinar o padrão de 
expressão gênica (o perfil de expressão) em tecidos diferen- 
tes do mesmo organismo (p. ex., Fig. 7.42) e como doenças e 
drogas (ou candidatos a drogas) específicas afetam a expres- 
são gênica. Portanto, microarranjos de DNA são a principal 
ferramenta para o estudo do transcriptoma de uma célula 
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FIGURA 7,42 Variação na expressão de genes que codificam proteínas conhecidas como definas (Seção 34.4D) em teddos huma- 
nos. Os níveis de híbridização dos vários mRNAs de ciclinas produzidos em cada tecido foram medidos por meio de microarranjos 
de DNA. (Obtida de Gerhold, D., Rushmore, T. e Caskey, C.T., Trends Biochem. Sei. 24, 172 [1999].) 


(que, em analogia com a palavra “genoma”, é a coleção com- 
pleta de RN As transcritos pela célula). Além disso, microar- 
ranj os de DNA são usados para identificar especificamente 
agentes infecciosos pela detecção de segmentos particulares 
dos seus DNAs. Como consequência, microarranjos de DNA 
são promissores na compreensão da inter-relação de genes 
durante o crescimento celular e alterações no meio ambien- 
te, na caracterização de diagnóstico de doenças tanto infec- 
ciosas como não infecciosas (p. ex., câncer), na identificação 
de fatores de risco genéticos e no desenho de tratamentos 
específicos e, também, como ferramentas no desenvolvimen- 
to de drogas. 

C. Evolução sistemática de ligantes por enriquecimento 
exponencial (SELEX) 

Embora ácidos nucleicos como DNA e mRNA sejam ampla- 
mente entendidos como “fitas” moleculares passivas cujas 
estruturas possuam significado apenas incidental, atualmente 
está bastante claro que alguns ácidos nucleicos, por exemplo 
tRNAs e RNAs ribossômicos (Seções 32.2B e 32. 3 A), pos- 
suem funções que requerem que essas moléculas mantenham 
estruturas tridimensionais bem-definidas. Isso levou ao de- 
senvolvimento de um processo chamado de SELEX (do in- 
glês: Systematic Evolution ofLigands by Exponential enrich- 
ment ou evolução sistemática de ligantes por enriquecimento 
exponencial) para gerar oligonucleotídeos de fita simples que 
ligam moléculas -alvo com alta afinidade e especificidade. 


A SELEX, técnica desenvolvida pioneiramente por 
Larry Gold, inicia-se com uma biblioteca de polinucleotí- 
deos que possuem sequências conhecidas e invariáveis nas 
extremidades 5 r e 3' e uma região central de sequências 
aleatórias. Tais sequências são sintetizadas por métodos em 
fase sólida adicionando -se uma mistura dos quatro nucleo- 
sídeos trifosfatados, em vez de um único nucleosídeo trifos- 
f atado, naquelas posições que se tornarão aleatórias. Para 
uma região variável de 30 nucleotídeos, esse método gera- 
rá uma mistura de 4"’° ~ 10 1S oligonucleotídeos diferentes. 
A próxima etapa no processo de SELEX é selecionar, na 
mistura, aquelas sequências que unem seletivamente uma 
molécula- alvo, X. Aqueles nucleotídeos que ligarem X com 
afinidade mais alta que a média podem ser separados dos 
demais nucleotídeos da mistura por uma variedade de téc- 
nicas, incluindo cromatografia de afinidade (Seção 6.3C), 
tendo X ligada a uma matriz apropriada, ou precipitação do 
complexo X-oligonucleotídeo usando anticorpos antix. Os 
oligonucleotídeos são então separados de X e amplificados 
por clonagem ou PCR. Esse processo de seleção e amplifi- 
cação é então repetido por vários ciclos (normalmente 10 
a 15), por consequência fornecendo oligonucleotídeos que 
tenazmente ligam X. São necessários vários desses ciclos de 
enriquecimento, porque aqueles poucos oligonucleotídeos 
em uma biblioteca com a mais alta afinidade por X devem 
competir pela ligação de X com os ligantes mais fracos, mas 
muito mais abundantes. 
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Os resultados de SELEX são notáveis. Seus produtos 
de oligonucleotídeos, conhecidos por aptâmeros, ligam a 
molécula-alvo, X, com constantes de dissociação geralmen- 
te ao redor de IO -9 M se X é uma proteína, e entre 10" 3 M 
e 10“ 6 M se X é uma molécula pequena (para a reação A 
+ B A • B, a constante de dissociação, K D = [A][B]/ 
[A ■ BJ). Ademais, os aptâmeros ligam as moléculas-alvo 
com grande especificidade. Assim, os aptâmeros seleciona- 


dos com base na sua afinidade por um membro específi- 
co de uma família de proteína não unem outros membros 
dessa família. Os aptâmeros ligam uma ampla variedade de 
moléculas-alvo, incluindo íons simples, moléculas peque- 
nas, proteínas, organelas e mesmo células inteiras. Essas 
várias propriedades tornam os aptâmeros muito promis- 
sores como ferramentas de diagnóstico e como agentes 
terapêuticos. 


RESUMO DO CAPÍTULO 


1 Determinação da estrutura primária de proteínas A etapa ini- 
cial na determinação da sequência de aminoácidos de uma proteína 
consiste em descobrir, por análise do grupo terminal, o número de 
polipeptídeos quimicamente diferentes. As ligações dissulfeto da 
proteína são então hidrolisadas quimicamente, os diferentes polipep- 
tídeos são separados e purificados, e suas composições de aminoá- 
cidos são determinadas. A seguir, os polipeptídeos purificados são 
hidrolisados especificamente, por métodos enzimá ticos ou químicos, 
a peptídeos menores, que são separados, purificados e então sequen- 
ciados por degradação (automatizada) de Edman. A repetição desse 
processo, usando um método de clivagem com especificidade dife- 
rente, gera peptídeos sobrepostos cujas sequências de aminoácidos, 
quando comparadas àquelas do primeiro grupo de fragmentos peptí- 
dicos, indicam sua ordem no polipeptídeo parental. A determinação 
da estrutura primária é completada pela definição das posições das 
ligações dissulfeto, que requer a degradação da proteína mantendo 
intactas suas ligações dissulfeto. Para determinar a massa molelular 
de polipeptídeos, pode usar-se espectrometria de massa, utilizando- 
-se ionização de eietrospray (IES) ou dessorção e ionização a laser 
assistida por matriz (MALDI) para vaporizar e ionizar os peptídeos. 
Pelo uso dessas técnicas em um espectrometria de massa em tandem 
equipado com uma célula de colisão, as sequências de peptídeos 
curtos podem ser rapidamente determinadas. Assim que a estrutura 
primária da proteína é determinada, pequenas variações, que podem 
surgir de mutações ou modificações químicas, são prontamente iden- 
tificadas por mapeamento de peptídeos. 

2 Sequenciamento de ácidos nucleicos Os ácidos nucleicos 
podem ser sequenciados pela mesma estratégia básica usada para 
sequenciar proteínas. No método de Sanger, o fragmento de DNA 
a ser sequenciado é replicado por uma DNA-polimerase na presen- 
ça dos quatro desoxirribonucleosídeos trifosfatados, um dos quais 
marcado com 32 P no fosfato a, e de uma pequena quantidade do 
análogo didesóxi de um dos desoxirribonucleosídeos trifosfatados. 

32 

O resultado é uma série de cadeias marcadas com "P que são termi- 
nadas depois de várias posições ocupadas pela base correspondente. 
A eletroforese das quatro amostras de DNA diferentemente termi- 
nadas em canaletas paralelas de um gel de sequenciamento resolve 
fragmentos que diferem de tamanho por apenas um nucleotídeo. 
Uma autorradiografia do gel de sequenciamento contendo os qua- 
tro conjuntos de fragmentos revela a sequência de bases do DNA 
complementar. O RN A pode ser sequenciado deter m i n ando-se a 
sequência do cDNA correspondente. Métodos automatizados, que 
usam fragmentos de DNA marcados com fluorescência, têm acele- 
rado bastante as determinações de sequências de DNA. Esses mé- 
todos têm sido usados para sequenciar grandes extensões de DNA, 
como os cromossomos do genoma humano. 

Na estratégia convencional para o sequenciamento de geno- 
mas, o genoma é mapeado pelo sequenciamento de sequências de re- 
ferência, como sítios de sequências marcadas (STSs) e sequências de 
marcas expressas (ESTs). Clones de YAC contendo as sequências de 
referência são então fragmentados, os fragmentos são subclonados e 
sequenciados e as sequências são organizadas computacionalmente 
em contigs, que são, a seguir, organizados em cromossomos com base 
nas sequências de referência. Avanços em clonagem e técnicas de 


computação permitiram o sequenciamento de genomas pela estraté- 
gia de shotgun. Para genomas bacterianos, isso é feito diretamente. 
Para genomas eucarióticos, segmentos grandes são clonados em cro- 
mossomos artificiais de bactéria (BACs), cujas extremidades são se- 
quenciadas para fornecer conectores de sequência marcada (ST Cs). 
Os insertos de BACs são fragmentados, clonados por shotgun e os 
clones sequenciados e organizados em contigs. Os STCs são usados 
para organizar, posteriomente, os insertos de BACs sequenciados 
em cromossomos por caminhada em BACs. A próxima geração de 
tecnologias de sequenciamento de DNA, como aquelas que empre- 
gam pirossequenciamento, têm acelerado enormente a velocidade na 
qual o DNA é sequenciado, em comparação às técnicas com base no 
método de Sanger. Técnicas ainda mais rápidas de sequenciamento 
de uma única molécula estão sendo desenvolvidas. 

3 Evolução química A anemia falciforme é uma doença molecu- 
lar de indivíduos homozigotos para o gene que codifica uma cadeia 
|3 alterada da hemoglobina. Estudos de datiloscopia e sequencia- 
mento identificaram essa alteração que surge de uma mutação pon- 
tual que alterou Glu (16 para Vai. E m heterozigotos, o traço falcifor- 
me confere resistência à malária sem causar efeitos deletérios. Isso é 
responsável pela alta incidência do traço falciforme em populações 
que vivem em regiões onde há malária. Os citocromos c de muitas 
espécies eucarióticas contêm muitos resíduos de aminoácidos que 
são invariantes ou substituídos conservativamente. Portanto, essa 
proteína é bem adaptada para sua função. As diferenças de ami- 
noácidos entre os vários citocromos c permitiram a confecção de 
sua árvore filogenética, que é bastante semelhante àquela determi- 
nada pela taxonomia clássica. O gráfico do número de diferenças 
entre sequências de proteínas homólogas de espécies relacionadas 
em função do tempo quando, de acordo com registros fósseis, essas 
espécies divergiram de um ancestral comum mostra que mutações 
pontuais são aceitas em proteínas a uma taxa constante. Proteínas 
cujas funções são relativamente intolerantes a alterações na sequên- 
cia evoluem mais lentamente do que aquelas proteínas que são mais 
tolerantes a essas alterações. A análise filogenética da família da 
globina — mioglobina e cadeias a e 3 da hemoglobina - revela que 
essas proteínas surgiram por duplicação gênica. Nesse processo, a 
função original da proteína é mantida, enquanto a cópia duplicada 
evolui para uma nova função. Muitas, senão a maioria, das proteínas 
evoluíram por duplicação gênica. 

4 Bioinformática: uma Introdução As sequências de ácidos nu- 
cleicos e proteínas são armazenadas em grandes bases de dados que 
crescem a cada dia, disponíveis publicamente na internet. O alinha- 
mento de sequências homólogas dá ideia sobre função e evolução. 
O alinhamento de sequências pouco relacionadas requer algorit- 
mos estatística e computacionalmente sofisticados, como BLAST 
e ClustalW2. A construção de uma árvore filogenética ótima com 
base em alinhamento de sequência é um processo de computação 
intensiva para o qual não há solução exata conhecida. 

5 Síntese química de poEi peptídeos A estratégia de síntese quí- 
mica de polipeptídeos consiste no acoplamento de aminoácidos, um 
por vez, à extremidade N-terminal de uma cadeia polipeptídica cres- 
cente. O grupo a-amino de cada aminoácido precisa ser protegido 
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quimicamente durante a reação de acoplamento, e então desbloque- 
ado antes da próxima etapa de acoplamento. Cadeias laterais reati- 
vas também devem ser protegidas quimicamente, mas desbloquea- 
das ao final da síntese. As dificuldades em se recuperar o produto 
intermediário de cada uma das muitas etapas nesse tipo de síntese 
foi eliminada pelo desenvolvimento de técnicas de síntese em fase 
sólida. Esses métodos permitiram a síntese de vários polipeptídeos 
biologicamente ativos e são capazes de sintetizar pequenas proteí- 
nas em quantidades razoáveis. O uso da técnica de ligação química 
nativa aumentou significativamente os tamanhos dos polipeptídeos 
que podem ser sintetizados quimicamente. 

6 Síntese química de oügonucleotídeos Os oligonucleotídeos 
são indispensáveis à tecnologia de DNA recombinante. Eles são usa- 
dos para identificar genes normais e mutantes e para alterar genes 


específicos por meio da mutagênese sítio-dirigida. Os oligonucleo- 
tídeos de sequências definidas são sintetizados de maneira eficiente 
pelo método da fosforamidita, um processo cíclico, não aquoso e em 
fase sólida que foi automatizado. Os chips de DNA, que podem ser 
manufaturados por meio de síntese de DNA com base em fotolito- 
grafia ou pela deposição robotizada de DNA sobre um substrato de 
vidro, têm tido um número cada vez maior de aplicações. Entre estas, 
a detecção de polimorfismos de um único nucleotídeo, o monitora- 
mento do padrão de expressão gênica e a identificação de agentes in- 
fecciosos. A SELEX é uma técnica de seleção e amplificação daque- 
les membros de uma grande biblioteca de polinucleotídeos que ligam 
especificamente uma molécula-alvo. Os aptâmeros resultantes, que 
possuem altas afinidade e especificidade a suas moléculas- alvo, po- 
dem ser agentes de diagnóstico e terapêuticos úteis. 
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EXERCÍCIOS de bioinformatica 

Exercícios de Bioinformática estão disponíveis em www.wiley.com/college/voet 

Capítulo 7 

Bases de dados para o armanezamento e “garimpagem” de sequências de genomas e comparação e identificação de sequências de proteínas 

relacionadas 

1. Encontrando bases de dados. Localizar bases de dados para sequências de genomas e explorar o significado dos termos relacionados a 
elas. 

2. The institute for genomic research. Explorar um genoma procariótico e encontrar listas de genomas eucarióticos. 

3. Análise de uma sequência de DNA. Em uma sequência de DNA, identificar os trechos de leitura aberta (ORFs) e traduzi-las à sequên- 
cia da proteína. 

4. Homologia de sequência. Realizar uma busca no BLAST de homólogos de uma sequência de proteína. 

5. Plasmídeos e clonagem. Predizer os tamanhos dos fragmentos produzidos pela ação de várias enzimas de restrição em plasmídeos. 

6. Obtenção de sequências de proteínas no BLAST. Usando a sequência de uma proteína conhecida, encontrar e recuperar as sequências 
de proteínas relacionadas de outros organismos. 

7. Alinhamento múltiplo de sequências. Examinar as similaridades de várias sequências e visualizar as relações entre elas em um diagra- 
ma em árvore. 

8 . Arvores filogenéticas. Criar uma árvore com base no citocromo c. 

9. Proteômica. Adquirir uma compreensão mais ampla de proteômica. 

±0. Microarranjos. Aprender como microarranjos são feitos e utilizados. 


PROBLEMAS 


Nota: a composição de aminoácidos de polipeptídeos de sequência 
desconhecida está escrita entre parênteses, sendo as abreviações dos 
aminoácidos separadas por vírgulas, por exemplo (Gly, Tyr, Vai). 
Sequências de aminoácidos conhecidas estão escritas com os nomes 
dos resíduos em ordem e separados por hifens; por exemplo, Tyr- 
Val-Gly. 

1. Mostre o padrão de clivagem dos seguintes polipeptídeos pelos 
agentes indicados. 

a. Ser-Ala-Phe-Lys-Pro por quimotripsina 

b. Thr-Cys-Gly-Met-Asn por CNBr 

c. Leu-Arg-Gly-Asp por carboxipeptidase A 

d. Gly-Phe-Trp-Asp-Phe-Arg por endopeptidase Asp-N 

e. Val-Trp-Lys-Pro-Arg-Glu por tripsina 

2. Uma proteína é submetida a análise do grupo terminal por 
cloreto de dansila. Verifica-se que os dansilaminoácidos liberados 
estão presentes em uma razão molar de duas partes de Ser para uma 
parte de Ala. Que conclusões podem ser tiradas a respeito da natu- 
reza dessa proteína? 


3. Uma proteína é submetida a degradação por carboxipeptidase 
B. Logo no início da ração enzimática, são liberadas Arg e Lys, e 
a partir daí não se observa o aparecimento de mais nenhum outro 
aminoácido. O que essa informação indica no que concerne à estru- 
tura primária da proteína? 


4. Antes do advento da degradação de Edman, as estruturas pri- 
márias das proteínas eram elucidadas por hidrólise ácida parcial. Os 
oligopeptídeos resultantes eram separados e suas composições de 
aminoácidos determinadas. Considere um polipeptídeo com a com- 
posição de aminoácido (Ala 2 , Asp, Cys, Leu, Lys, Phe, Pro, Ser 2 , 
Trp 2 ). Tratamento com carboxipeptidase A liberou somente Leu. 
Oligopeptídeos com as seguintes composições foram obtidos por hi- 
drólise ácida parcial: 


(Ala, Lys) 
(Ala, Lys, Trp) 
(Ala, Pro) 
(Ala, Pro, Ser) 
(Ser 2 , Trp) 


(Ala, Ser 2 ) 
(Ala, Trp) 

(Asp, Lys, Phe) 
(Asp, Phe) 


(Cys, Leu) 
(Cys, Leu, Pro) 
(Phe, Ser, Trp) 
(Ser, Trp) 


Determine a sequência de aminoácidos do polipeptídeo. 

*5. Um polipeptídeo é submetido às seguintes técnicas de degra- 
dação, resultando em fragmentos polipeptídicos com as sequências 
de aminoácido indicadas. Qual é a sequência de aminoácidos do po- 
lipeptídeo completo? 

I. Tratamento por brometo de cíanogênio: 

1. Asp-Ile-Lys-Gln-Met 

2. Lys 

3. Lys-Phe-Ala-Met 

4. Tyr-Arg-Gly-Met 

II. Hidrólise por tripsina: 

5. Gln-Met-Lys 

6. Gly-Met-Asp-Ile-Lys 

7. Phe-Ala-Met-Lys 

8. Tyr- Arg 

6 . O tratamento de um polipeptídeo por ditiotreitol fornece dois 
polipeptídeos que possuem as seguintes sequências de aminoácidos: 

1. Ala-Phe-Cys-Met-Tyr-Cys-Leu-Trp-Cys-Asn 

2. Val-Cys-Trp-Val-Phe-Gly-Cys-Lys 

A hidrólise do polipeptídeo intacto catalisada por quimotripsina 
fornece fragmentos polipeptídicos com as seguintes composições de 
aminoácidos: 

3. (Ala, Phe) 

4. (Asn, Cys 2 , Met, Tyr) 

5. (Cys, Gly, Lys) 

6. (Cys 2 , Leu, Trp 2 , Vai) 

7. (Ile, Phe, Vai) 

Indique as posições das ligações dissulfeto no polipeptídeo original. 

7. Um polipeptídeo foi submetido aos seguintes tratamentos, for- 
necendo os resultados indicados. Qual é sua estrutura primária? 

I. Hidrólise ácida: 

1. (Ala, Arg, Cys, Glx, Gly, Lys, Leu, Met, Phe, Thr) 

H. Aminopeptidase M: 

2. Nenhum fragmento 
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L Carboxipeptidase A 1 carboxipeptidase B: 

3. Nenhum fragmento 


IV.Tripsina, seguida de degradação de Edman dos produtos se- 
parados: 

4. Cys-Gly-Leu-Phe-Arg 

5. Thr-Ala-Met-Glu-Lys 

*8. Durante uma expedição pela Floresta Amazônica, você foi iso- 
lado um polipeptídeo que se suspeita ser o hormônio de crescimento 
de uma espécie recém-descoberta de aranha gigante. Iníelizmente, 
o sequenciador portátil utilizado foi tão displicentemente manusea- 
do pelos carregadores dos aeroportos que ele é incapaz de fornecer 
uma sequência maior do que quatro resíduos de amino ácidos con- 
secutivos. Apesar disso, insistindo em usar o aparelho, obtêm-se os 
seguintes dados: 

I. Hidrazinólise: 

1. (Vai) 


II. Tratamento por cloreto de dansila, seguido de hidrólise ácida: 

2. (Dansil-Pro) 

III. Tripsina, seguida de degradação de Edman dos fragmentos se- 
parados: 

3. Gly-Lys 

4. Phe-Ile-Val 

5. Pro-Gly-Ala-Arg 

6. Ser-Arg 


Forneça tanta informação quanto possível a respeito da sequência 
de aminoácidos do polipeptídeo. 

9. Examinando o espectro de massa obtido por ionização de ele- 
trospray de uma proteína desconhecida, observa-se que quatro pi- 
cos sucessivos apresentam valores m/z de 953,9, 894,4, 841,8 e 795,1. 
Qual é a massa molecular da proteína e quais são as cargas iônicas 
dos íons responsáveis pelos quatro picos? 

10. A Figura 7.43 mostra a autorradiografia do gel de sequen- 
ciamento de um DNA que foi tratado de acordo com o método de 
Sanger para sequenciamento de DNA. Qual é a sequência da fita- 
-molde correspondente às bases 50 a 100? Se houver qualquer posi- 
ção no gel em que a banda parecer estar ausente, deixe na sequência 
um ponto de interrogação referente à base indeterminada. 

11. Usando a Tabela 7.5, compare o parentesco de fungos com 
plantas superiores e com animais superiores. Fungos são às vezes 
considerados plantas não verdes (aclorofiladas). Na sua análise, essa 
seria uma classificação razoável? 


12. Abaixo estão listados os primeiros 10 resíduos da hélice B da 
mioglobina de diferentes organismos. 


Posição 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

Humano 

D 

I 

P 

G 

H 

G 

Q 

E 

V 

L 

Galinha 

D 

I 

A 

G 

H 

G 

H 

E 

V 

L 

Jacaré 

K 

L 

P 

E 

H 

G 

H 

E 

V 

I 

T artaruga 

D 

L 

S 

A 

H 

G 

Q 

E 

V 

I 

Atum 

D 

Y 

T 

T 

M 

G 

G 

L 

V 

L 

Carpa 

D 

F 

E 

G 

T 

G 

G 

E 

V 

L 

Com base nessa informação. 

quais 

posiçoes 

(a) i 

parecem incapazes 


de tolerar substituições, (b) podem tolerar substituições conservati- 
vas, e (c) são altamente variáveis? 

13. A doença hereditária de hemoglobina P-talassemia é comum 
em pessoas da região do Mar Mediterrâneo e de áreas da Ásia 
onde a malária é prevalente (Fig. 7-21). A doença é caracterizada 
por uma redução na quantidade de síntese da cadeia 0 da hemo- 



GCAT 

FI8URA 7.43 (Cortesia de Barton Slatko, New England Bio- 
labs Inc., Beverly, Massachuseíts, EUA.) 


globina, Heterozigotos para o gene da 0 -talasse mia, possuidores da 
talassemia menor, são apenas levemente afetados com sintomas ad- 
versos. Homozigotos para esse gene, contudo, sofrem de anemia de 
Cooley ou talassemia maior; eles são afetados tão severamente que 
não sobrevivem à infância. Cerca de 1 % das crianças nascidas em 
regiões de malária na região do Mar Mediterrâneo tem anemia de 
Cooley. Por que o gene da (3-talassemia é tão prevalente nessa área? 
Justifique sua resposta. 

14. Plantas leguminosas sintetizam uma globina monomérica liga- 
dora de oxigênio conhecida como legemo globina (Seção 26.6). Do 
que você sabe sobre Biologia, esboce a árvore evolutiva das globinas 
(Fig. 7.25) incluindo a legemoglobina na sua posição mais provável. 

15. Uma vez que mutações pontuais surgem principal mente por 
meio de alteração química aleatória, seria de se supor que as taxas 
nas quais surgem mutações em um gene expressando uma proteína 
deveriam variar com o tamanho do gene (número de a mi noácidos 
que o gene expressa). No entanto, embora as taxas nas quais as pro- 
teínas evoluem variem bastante, essas taxas parecem ser indepen- 
dentes do tamanho da proteína. Explique. 

16. Desenhe uma matriz de pontos do que segue: (a) um peptídeo 
de 100 resíduos com segmentos dos resíduos 20 a 40 e 60 a 80 quase 
idênticos, (b) Um DNA de 100 nucleotídeos que é palindrômico. 
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*17. (a) Usando a matriz de substituição do log das probabilidades 
PMA-250 e o algoritmo de Needleman-Wunsch, encontre o melhor 
alinhamento para os peptídeos PQRSTV e PDLRSCSV. (b) Qual é 
o escore de alinhamento ao se usar uma penalidade de lacuna de —8 
para abrir uma lacuna e de — 2 para cada “resíduo” na lacuna? (c) 
Qual é o escore de alinhamento normalizado ao se usar o sistema de 
escore de 10 para cada identidade, 20 para cada identidade envol- 
vendo Cys e -25 para cada lacuna? d) Esse escore de alinhamento 
normalizado indica uma homologia? Expüque. 

18. Você recebeu uma proteína desconhecida para identificar. 
Você faz a digestão da proteína com tripsina e, pela degradação de 
Edman, verifica que um dos fragmentos peptídicos resultantes tem a 
sequência GIIWGEDTLMEYLENPK. Usando BLAST, descubra a 
identidade (ou identidades) mais provável dessa proteína desconhe- 
cida. (Para realizar uma busca no programa BLAST, acesse http:// 
www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi e, sob o comando “Basic 
BLAST”, acesse a conexão “protein blast” [função do BLAST para 
comparar a sequência de aminoácidos em questão contra uma base 
de dados de sequências de proteínas]. Na janela que se abre, coloque 
a sequência acima [sem espaços ou pontuação] no box “Enter Query 
Sequence”, do menu “Database” selecione “Non-redundant protein 
sequences”, sob o comando “Program Selection” selecione o botão 
“blastp (protein-protein BLAST), e clique no botão “BLAST” na 
parte inferior da janela.) 

*19. Nas Ilhas Maurício, foi encontrado o cadáver de um cisne-de- 
-capelo (também chamado de pássaro dodô) ( Raphus cucullatus) 
desidratado em razoável estado de preservação. Você recebeu uma 
amostra de tecido da ave para realizar análises bioquímicas e tentar 
sequenciar o citocromo c. A matriz de diferenças de aminoácidos 
para algumas aves, incluindo o pássaro dodô é mostrada aqui. 


Galinha, peru 
Pinguim 
Pombo 
Pato 

Pássaro dodô 


0 

2 0 

4 4 0 

3 3 3 0 

4 4 2 3 0 


(a) Determine a árvore filogenética para essas espécies usando o 
método de união de vizinhos, (b) O pássaro dodô parece mais rela- 
cionado a quais outras espécies de aves? (c) Que outra informação 
você precisa para encontrar a raiz dessa árvore? Sem fazer mais cál- 
culos, indique as possibilidades mais prováveis. 

20. Em um trágico acidente, o pássaro dodô desidratado, discu- 
tido no Problema 19, foi comido por um gato enlouquecido. A se- 
quência do citocromo c do pássaro dodô que tinha sido determinada 
antes do acidente indicou que esse citocromo c tinha algumas pro- 
priedades bioquímicas peculiares. Para testar essa hipótese, teve-se 
que sintetizar quimicamente o citocromo c do pássaro dodô. Assim 
como outros citocromos c de aves, o dessa ave consiste em 104 resí- 
duos de aminoácidos. Ao planejar a síntese em fase sólida, espera-se 
um rendimento de 99,7 % para cada etapa de acoplamento e um ren- 
dimento de 99,3% para cada etapa de desbloqueio. A liberação do 
polipeptídeo completo da resina e a etapa de desbloqueio da cadeia 
lateral deve dar um rendimento de 80%. (a) Caso o peptídeo seja 
sintetizado em uma única corrida, que porcentagem de citocromo c 
não mutado você espera formar? (b) Foi descoberto que o citocro- 
mo c do pássaro dodô possui um resíduo Cys na posição 50. Qual 
seria o rendimento final se você usasse a reação de ligação quími- 
ca nativa (presuma que o rendimento seja de 75%) para sintetizar 
o citocromo c desse pássaro? Compare esse rendimento com o do 
item (a) e discuta as implicações nessa comparação para sintetizar 
polipeptídeos longos. 

21. Foi produzido um chip de DNA que consiste em 4 linhas 
e 10 colunas, em que a coluna M contém DNA da sequência 
5'-GACCTGACGT-3', mas com uma base diferente na posição M 
em cada uma das 4 linhas (de cima para baixo, G, A, T e C). De- 
senhe a aparência do chip depois da hibridização a RNAs de se- 
quência (a) 5'-ACGUCAGGUC-3' e (b) 5'-ACGUCUGGUC-3' 
marcados com fluorescência. 
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1 Estrutura secundária 

A. Ligação peptídica 

B. Estruturas helicoidais 

C. Estruturas beta 

D. Estruturas não repetitivas 


tamento dinâmico detalhado das proteínas e de como elas se 
dobram em suas estruturas nativas será visto no Capítulo 9. 


1 ESTRUTURA SECUNDÁRIA 


2 Proteínas fibrosas 

A. ot-queratina - Uma hélice de hélices 

B. Colãgeno - Um cabo de tripla-hélice 

3 Proteínas globulares 

A. Interpretação das estruturas por raios X e por RM de 
proteínas 

B. Estrutura terciária 

C. Bioinformática estrutural 

4 Estabilidade das proteínas 

A. Forças eletrostáticas 

B. As forças da ligação de hidrogênio 

C. Forças hidrofóbicas 

D. Ligações dissulfeto 

E. Desnaturação das proteínas 

F. Explicando a estabilidade das proteínas termoestáveis 

5 Estrutura quaternária 

A. Interações entre as subunidades 

B. Simetria nas proteínas 

C. Determinação da composição das subunidades 

Apêndice: Visualizando estereofiguras 


As propriedades de uma proteína são basicamente determina- 
das pela sua estrutura tridimensional. Alguém pode ingenu- 
amente supor que, uma vez que todas as proteínas são com- 
postas pelos mesmos 20 tipos de resíduos de aminoácidos, 
elas deveriam ser mais ou menos semelhantes em suas pro- 
priedades. Certamente, proteínas desnaturadas (desdobra- 
das) têm características bastante semelhantes, uma espécie 
de “média” homogênea do balanço aleatório de suas cadeias 
laterais móveis. Contudo, a estrutura tridimensional de uma 
proteína nativa (dobrada fisiologicamente) é especificada 
pela sua estrutura primária, de forma que ela tem um conj un- 
to de características únicas. 

Neste capítulo, serão discutidas as características estru- 
turais das proteínas, as forças que as mantêm unidas e como 
elas se organizam hierarquicamente para formar estruturas 
complexas. Isso formará a base do conhecimento para o en- 
tendimento das relações função-estrutura necessário à com- 
preensão das funções bioquímicas das proteínas. O compor- 


A estrutura secundária de um polímero é definida como a 
conformação local de seu esqueleto. Para proteínas, isso sig- 
nifica a especificação de padrões regulares de dobramento 
do esqueleto polipeptídico: hélices, folhas pregueadas e vol- 
tas reversas. Contudo, antes de discutir sobre esses motivos 
estruturais básicos, é preciso considerar as propriedades ge- 
ométricas da ligação peptídica, pois o seu entendimento re- 
presenta um pré-requisito para a compreensão de qualquer 
estrutura que a contenha. 

A. O grupo peptídico 

Nas décadas de 1930 e 1940, Linus Pauling e Robert Corey 
determinaram as estruturas por raios X de diversos aminoá- 
cidos e dipeptídeos em um esforço para elucidar as restrições 
estruturais de uma cadeia polipeptídica. Esses estudos in- 
dicaram que o grupo peptídico possui uma estrutura planar 
rígida (Fig. 8.1) devido às interações de ressonância, que con- 
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FIGURA 8.2i O grupo peptídico trans. As dimensões-padrão 
(em angstroms, A, e graus, 0 ) deste grupo planar foram deriva- 
das fazendo-se a média das quantidades correspondentes na 
determinação das estruturas de aminoácidos e peptídeos por 
cristalografia por raios X. (Segundo Marsh, R.E., e Donohue, 
J .,Adv. Protein Chem. 22,249 [1967].) 

Ver Exercício de cineimagem 3.1 
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ferem à ligação peptídica aproximadamente 40% de caráter 
de ligação dupla: 


O 

II 

C 


N 

I 

H 


O 




H 


Essa explicação é confirmada pela observação de que uma 
ligação peptídica C — N é 0,13 Á mais curta que a ligação sim- 
ples N — C„, enquanto a ligação C=0 é 0,02 Â mais longa do 
que a mesma ligação em um aldeído ou uma cetona. A ener- 
gia de ressonância em uma ligação peptídica tem seu valor 
máximo, cerca de 85 kJ • mol” 1 , quando o grupo peptídico é 
planar, j á que a sobreposição da ligação rr é maximizada nes- 
ta conformação. Essa sobreposição, e portanto a energia de 
ressonância, cai a zero quando a ligação peptídica é torcida 
90 u para fora da planaridade, justificando, desse modo, a ri- 
gidez da ligação peptídica planar. (A carga positiva na estru- 
tura de ressonância anterior deve ser considerada uma carga 
formal; cálculos de mecânica quântica indicam que o átomo 
peptídico N tem, na verdade, uma carga negativa parcial de- 
vido à polarização da ligação cr C — N.) 

Os grupos peptídicos, com poucas exceções, assumem 
uma configuração trans, na qual átomos C a sucessivos estão 
em lados opostos da ligação peptídica que os mantêm ligados 
(Fig. 8.1). Isso ocorre em parte como resultado da interferên- 
cia estérica, que faz a configuração cis (Fig. 8.2) ser cerca de 
8 k J • mol ” 1 menos estável que a conformação trans (essa di- 
ferença de energia é um tanto menor em ligações peptídicas 
seguidas por um resíduo Pro e, de fato, cerca de 10% dos re- 
síduos Pro em proteínas possuem uma ligação peptídica cis, 
caso contrário ligações peptídicas cis são extremamente raras) . 

a. As conformações do esqueleto polipeptídico podem ser 
descritas pelos seus ângulos de torção 
As considerações anteriores são importantes, pois indicam 
que o esqueleto de uma proteína é uma sequência de grupos 
peptídicos planares rígidos ligados (Fig. 8.3). Pode-se, por- 
tanto, especificar a conformação do esqueleto polipeptídico 
pelos seus ângulos de torção (ângulos de rotação ou ângu- 
los de diedro) em torno da ligação C a — N (4» ) e da ligação 
C ci — C (vjj) de cada um dos resíduos de aminoácidos. Esses 
ângulos, tjj (fi) e 4/ (psi), são definidos como 180° quando a 
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FIGURA 3.2 O grupo peptídico cis. VO Ver Exercício de 
cineimagem 3.1 


cadeia polipeptídica está em sua conformação planar, com- 
pletamente estendida (toda trans), aumentando de acordo 
com a rotação no sentido horário quando observados a par- 
tir do C a (Fig. 8.4). 

Há diversas restrições estéricas sobre os ângulos de tor- 
ção, e 4», de uma cadeia polipeptídica, o que limita sua faixa 
conformacional. A estrutura eletrônica de uma ligação sim- 
ples (cr), como uma ligação C — C, é cilindricamente simé- 
trica em torno do eixo de ligação, de forma que é possível 
esperar que tal ligação possua livre rotação. Se fosse esse 
o caso, no etano, por exemplo, todos os ângulos de torção 
da ligação C — C deveriam ser equivalentes. Todavia, cer- 
tas conformações no etano são favorecidas devido a efeitos 
mecânico-quânticos originados da interação entre os seus or- 
bitais moleculares. A conformação alternada (Fig. 8.5 a; ân- 
gulo de torção = 180°) do etano corresponde ao arranjo mais 
estável, enquanto a conformação eclipsada (Fig. 8.56; ângu- 
lo de torção = 0° ) é menos estável. A diferença de energia 
entre as conformações alternada e eclipesada no etano é de 
—12 kJ • mol -1 , uma quantidade que representa uma barrei- 
ra de energia para livre rotação em tomo da ligação simples 
C — C. Outros substituintes, exceto o hidrogênio, apresentam 
grande interferência estérica; isto é, eles aumentam o tama- 
nho dessa barreira de energia em consequência de seu maior 
volume. Na verdade, com substituintes muito volumosos, al- 
gumas conformações podem ser estericamente proibidas. 


Cadeia 

principal 



FIGURA 8.3 Uma cadeia polipeptídica em sua conformação completamente estendida, mostrando a planaridade dos seus grupos 
peptídicos. (Ilustração, Irving Geis. Imagem da coleção de Irving Geis, Howard Hughes Medicai Institute. Figura impressa com 
permissão.) 
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FIGURA 8.4 Os graus de liberdade de torção em uma unidade 
peptídica. Os únicos movimentos razoavelmente livres são as 
rotações em tomo da ligação C ü — N (t}>) e da ligação C u — C 
(v|í). Os dois ângulos de torção são de 180° na conformação 
mostrada e aumentam, como indicado, no sentido horário 
quando vistos a partir do C t( . (Ilustração, Irving Geis. Imagem 
da coleção de Irving Geis, Hughes Medicai Institute. Figura im- 
pressa com permissão) +*6 Ver Exercício de cineimagem 3.1 



(a) Alternada 


(b) Eclipsada 


FIGURA 8.5 Conformações do etano. Projeções de Newman, 
indicando em (a) a. conformação alternada e em (b) a confor- 
mação em eclipse do etano. 


b. O diagrama de ramachandran Indica as configurações 
permitidas de um polipeptídeo 

Os valores dos ângulos cj> e ip permitidos estericamente po- 
dem ser determinados pelo cálculo das distâncias entre os 
átomos de um tripeptídeo para todos os valores c|> e i|/ da uni- 
dade peptídica central. As conformações estericamente proi- 
bidas, como por exemplo a da Fig. 8.6, são aquelas nas quais 
qualquer distância interatômica entre átomos não ligados 
é menor que a distância de van der Waals correspondente. 
Essas informações estão resumidas em um mapa conforma- 
cional, ou diagrama de Ramachandran (Fig. 8.7), que foi des- 
crito por G. N. Ramachandran. 

A Fig. 8.7 indica que cerca de 77% do diagrama de 
Ramachandran (a maioria das combinações dos ângulos 
4> e i|;) é conformacionalmente inacessível para uma ca- 
deia polipeptídica. As regiões específicas do diagrama de 
Ramachandran que representam as conformações permiti- 
das dependem dos raios de van der Waals escolhidos para 
calculã-las. Todavia, com qualquer conjunto real de valores, 
como por exemplo aqueles da Tabela 8.1, somente três pe- 
quenas regiões do mapa são fisicamente acessíveis para uma 
cadeia polipeptídica. Contudo, como será visto, todos os tipos 
comuns de estruturas secundárias regulares encontrados nas 
proteínas estão dentro das regiões permitidas do diagrama 
de Ramachandran. De fato, os ângulos conformacionais ob- 
servados para a maioria dos diferentes resíduos de Gly em 
proteínas cujas estruturas por raios X foram determinadas 
situam-se nas regiões permitidas (Fig. 8.8). 



FIGURA 8.6 Interferência estérica entre resíduos adjacen- 
tes. A colisão entre o oxigênio carbonílico e o hidrogênio amí- 
dico seguinte evitam a conformação 4» = — 60°, 4 = 30°. (Ilus- 
tração, Irving Geis. Imagem da coleção de Irving Geis, Hughes 
Medicai Institute. Figura impressa com permissão) 
ijfib Ver Exercício de cineimagem 3.1 
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FIGURA 8.7 O diagrama de Ramachandran. O diagrama 
mostra os ângulos 4» e vj; estericamente permitidos para a poli-L- 
-alanina e foi calculado usando as distâncias de van der Waals 
da Tabela 8.1. As regiões dos ângulos 4> e t|/ “normalmente per- 
mitidas” estão sombreadas em azul, enquanto as regiões som- 
breadas em verde correspondem às conformações que estão no 
“limite externo” das distâncias de van der Waals. Os ângulos 
de conformação, <j> e i|/, de várias estruturas secundárias estão 
indicados abaixo: 


Estrutura Secundária 

4» (graus) 

4» (graus) 

Hélice a voltada à direita (a) 

-57 

-41 

Folha |3 pregueada paralela (TT) 

-119 

113 

Folha j3 pregueada antiparalela (1M) 

-139 

135 

Hélice 3 10 voltada à direita (3) 

-49 

-26 

Hélice ir voltada à direita (tt) 

-57 

-70 

Fita 2,2 7 (2) 

-78 

59 

Hélices de poliglicina II e poli-L-prolina 
II voltadas à esquerda (II) 

-79 

150 

Colágeno (C) 

-51 

153 

Hélice a voltada à esquerda (a l) 

57 

47 


(Segundo Flory, P.J., Statistical Mechanics of Chain Molecules, p. 
253, Interscience (1969); e IUPAC-IUB Commission on Biochemical 
Nomenclature, Biochenústry 9, 3475 [1970].) 


Na Fig. 8.8, a maioria dos pontos nas regiões impedidas está 
situada entre as duas áreas totalmente permitidas, próximo a 
4* - 0. Contudo, essas conformações “proibidas”, originadas da 
colisão de sucessivos grupos amida, tornam-se permitidas caso 
sejam possíveis torções de apenas alguns graus na ligação pep- 
tídica. Isso é razoável, já que a ligação peptídica oferece pouca 
resistência frente a pequenas deformações da planaridade. 

A Gly, o único resíduo sem um átomo C p , é muito me- 
nos limitada estericamente do que os outros resíduos de 
aminoácidos. Isso fica claro na comparação do diagrama de 


FIGURA 6.8 Distribuição dos ângulos de conformação em 
proteínas. A distribuição dos ângulos de conformação de todos 
os resíduos, exceto Gly, nas 207 estruturas por raios X de alta 

O 

resolução (< 1,2 A) compreendem 25.327 resíduos, está sobre- 
posta no diagrama de Ramachandran (resolução é discutida na 
Seção 8.3Aa). (Cortesia de Scott Hollingsworth e Andrew Kar- 
plus, Oregon State University, Corvallis, Oregon, EUA.) 


TABELA 8.1 Distâncias de van der Waals para contatos 

interatômicos 


Tipo de contato 

Ü 

Normalmente permitida (À) 

Limite (Â) 

H— H 

2,0 

1,9 

H -O 

2,4 

2,2 

H--N 

2,4 

2,2 

H -C 

2,4 

2,2 

0-0 

2,7 

2,6 

O-N 

2,7 

2,6 

O -C 

2,8 

2,7 

N— N 

2,7 

2,6 

N---C 

2,9 

2,8 

c -c 

3,0 

2,9 

c - ch 2 

3,2 

3,0 

CH 2 -CH 2 

3,2 

3,0 


Fonle: Ramachandran, G.N., and Sasisekharan, V., Adv. Protein Ckem. 23, 
326 (1968). 


Ramachandran de uma cadeia polipeptídica de Gly (Fig. 8.9) 
com o de outros resíduos. De fato, a Gly ocupa, com frequên- 
cia, posições onde uma cadeia polipeptídica faz uma volta brus- 
ca, que seriam impedidas estericamente para outros resíduos. 

A Fig. 8.7 foi calculada para três resíduos de Ala conse- 
cutivos. Os gráficos semelhantes para resíduos volumosos e 
que não são ramificados em C & , como por exemplo, Phe, são 
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FIGURA 8.9 O diagrama de Ramachandran de resíduos de 
Gly em uma cadeia polipeptídica. As regiões “normalmente 
permitidas” estão sombreadas em azul, enquanto as regiões 
sombreadas em verde correspondem aos limites máximos das 
distâncias de van der Waals. Os resíduos de Gly têm uma liber- 
dade conformaeional muito maior do que outros resíduos de 
aminoácidos (em termos de volume), como se pode ver ao com- 
parar esta figura com o que está indicado na Fig. 8.7. (Segundo 
Ramachandran, G.N., e Sasisekharan, V.,Adv. Protein Chem. 
23, 332 [1968].) 



quase idênticos. Nos diagramas de Ramachandran de resí- 
duos ramificados em C p , como a Thr, as regiões permitidas 
são um tanto menores que aquelas para Ala. A cadeia late- 
ral cíclica de Pro limita a variação dos ângulos de (J) dentro 
de uma faixa de -60° ± 25°, tomando-o, de forma não sur- 
preendente, o resíduo de aminoácido mais restrito confor- 
macionalmente. As conformações dos resíduos em cadeias 
maiores do que três peptídeos encontram-se ainda mais limi- 
tadas do que indicado pelo diagrama de Ramachandran, pois 
a cadeia polipeptídica, considerando todos os seus ângulos $ 
e permitidos, não pode adotar uma conformação na qual 
ela atravesse a si mesma. Será visto, contudo, que, apesar das 
grandes restrições impostas pela planaridade da ligação po- 
lipeptídica e pelo volume das cadeias laterais sobre as con- 
formações de uma cadeia polipeptídica, estruturas primárias 
diferentes e únicas possuem estruturas tridimensionais cor- 
respondentes também únicas. 

B. Estruturas helicoidais 

4 jft, Ver Exploração guiada 7: Hélices estáveis em proteínas: A hélice a 

As hélices são os elementos mais notáveis da estrutura secun- 
dária de proteínas. Se uma cadeia polipeptídica é torcida de 
forma regular em tomo de cada um dos átomos C a , ela assume 
uma conformação helicoidal. Como alternativa para especifi- 
car os ângulos e v|i, uma hélice pode ser caracterizada pelo 
número, n, de unidades peptídicas por volta de hélice e pelo 
seu passo, p, a distância que a hélice se eleva, por volta, ao lon- 
go de seu eixo. Vários exemplos de hélices estão diagramados 
na Fig. 8.10. Observe que uma hélice possui quiralidade; isto é, 
ela pode ser voltada à direita ou à esquerda (uma hélice volta- 
da à direita volta-se na direção dos dedos de uma mão direita 
com a palma semicerrada, onde o polegar aponta no sentido 
do eixo em que a hélice se eleva). Além disso, em proteínas, 
n não precisa ser um número inteiro e, de fato, raramente é. 



FIGURA 8.10 Exemplos de hélices. As figuras fornecem definições para o passo da hélice, p, para o número de unidades peptí- 
dicas por volta, n, e para a elevação da hélice por unidade peptídica (de repetição), d = p/n. Tanto hélices voltadas à direita quanto 
à esquerda são definidas, respectivamente, como tendo valores de n positivos e negativos. Para n = 2, a hélice degenera para uma 
fita não quiral. Para p = 0, a hélice degenera para um anel fechado. (Ilustração, Irving Geis. Imagem da coleção de Irving Geis, 
Hughes Medicai Institute, EUA. Figura impressa com permissão.) 
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Uma hélice polipeptídica deve, é claro, ter ângulos con- 
formacionais que se situem dentro das regiões permitidas do 
diagrama de Ramachandran. Como se tem visto, isso repre- 
senta um grande limitador de suas possibilidades conforma- 
cionais. Ademais, se é para uma dada conformação não ser 
somente transitória, ela deve ser mais do que apenas permiti- 
da, ela deve ser estabilizada. A “cola” que mantém as hélices 
polipeptídicas e outras estruturas secundárias unidas é, em 
parte, as ligações de hidrogênio. 

a. A hélice a 

Apenas uma única conformação helicoidal do polipeptídeo 
possui, simultaneamente, ângulos conformacionais permiti- 
dos e um padrão de ligações de hidrogênio favoráveis: a héli- 
ce a (Fig. 8.11), um arranjo particularmente rígido da cadeia 
polipeptídica. Sua descoberta por Pauling em 1951, a partir 
de modelos moleculares, representa uma das grandes desco- 
bertas da bioquímica estrutural. 

Para um polipeptídeo formado por resíduos de L-a-ami- 
noácidos, a hélice a é voltada à direita, com os ângulos de 
torção 4> = —57° e iji = -47°, n = 3,6 resíduos por volta e 
uma distância de 5,4 À. (Uma hélice a de resíduos de d- 
-a-amino ácidos é a imagem especular daquela formada por 
resíduos de L-aminoácidos: ela é voltada à esquerda, com ân- 
gulos conformacionais 4> = +57° e 4» = +47°, n = -3,6, mas 
com o mesmo valor de p.) 

A Fig. 8.11 indica que as ligações de hidrogênio de uma 
hélice a são arranjadas de forma que a ligação peptídica N — H 
do enésimo resíduo aponte ao longo da hélice para o grupo 
peptídico C — O do (n - 4)ésimo resíduo. Isso resulta em uma 
ligação de hidrogênio forte que possui a distância N • • • O qua- 
se ideal de 2,8 A. Além disso, o interior da hélice a é forte- 
mente empacotado; isto é, os átomos fazem contatos de van 
der Waals através da hélice, maximizando suas energias de 
associação (Seção 8.4Ab). Os grupos R, cujas posições, como 
já visto, não estão totalmente de acordo com o diagrama de 
Ramachandran, projetam-se para trás (para baixo na Fig. 
8.11) e para fora da hélice de forma a evitar a interferência es- 
térica com o esqueleto polipeptíco e uns com os outros. T al ar- 
ranjo também pode ser visto na Fig. 8.12. Na verdade, a prin- 
cipal razão para que uma hélice a voltada à esquerda nunca 
tenha sido observada (seus parâmetros helicoidais são apenas 
levemente proibidos; Fig. 8.7) é que suas cadeias laterais esta- 
riam em contato muito próximo com a cadeia polipeptídica. 
Observe, contudo, que, 1 a 2% dos resíduos individuais não 
Gly nas proteínas, adotam essa conformação (Fig. 8.8). 

A hélice a é um elemento comum da estrutura secundá- 
ria de proteínas fibrosas e globulares. Nas proteínas globu- 
lares, as hélices ct possuem um comprimento médio de ~ 12 
resíduos, o que corresponde a pouco mais que três voltas da 
hélice e um comprimento de 18 À. Entretanto, hélices ct com 
mais de 140 resíduos são conhecidas. 

b. Outras hélices polipeptídicas 

A Fig. 8.13 indica como hélices polipeptídicas unidas por li- 
gações de hidrogênio podem ser formadas. As duas primei- 
ras, a fita 2,2 7 e a hélice 3 1() , são descritas pela notação n m , 
onde n, como antes, representa o número de resíduos por 
volta da hélice eméo número de átomos, incluindo H, pre- 
sentes dentro do anel helicoidal mantido pela ligação de hi- 
drogênio. Por essa notação, uma hélice a é uma hélice 3,6 13 . 


FIGURA 8.11 Á hélice a voltada à direita. As linhas pontilhadas 
indicam as ligações de hidrogênio entre os grupos N — H e os gru- 
pos 0=0 que estão quatro resíduos de volta ao longo da cadeia 
polipeptídica. (Ilustração, Irving Geis. Imagem da coleção de 
Irving Geis, Hughes Medicai Institute, EUA. Figura impressa com 
permissão.) 4pò Ver Exercício de cineimagem 3.2 e Figuras animadas 

A hélice à direita 3 10 (Fig. 8,14o), que possui um passo de 
6,0 Á, é mais delgada e estendida do que uma hélice a (Fig. 
8.146). Seus ângulos de torção encontram-se em uma zona 
levemente desfavorável no diagrama de Ramachandran, que 
é bastante próxima da região de hélice a (Fig. 8.7), e, assim, 
seus grupos R experimentam alguma repulsão estérica. Isso 
explica por que a hélice 3 10 é observada somente ocasional- 
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FIGURA 8.12 Modelo estéreo, de volume atômico, de um segmento de hélice ot da mioglobina da baleia cachalote (sua hélice £), 
determinado pela análise estrutural por cristalografia por raios X. Os átomos do esqueleto estão coloridos de acordo com o tipo 
(C em verde, N em azul, O em vermelho e H em branco) e os átomos da cadeia lateral estão em amarelo ouro. As instruções para 
observar este diagrama espacial são dadas no apêndice deste capítulo. (Com base na estrutura por raios X determinada por lime 
Schlichting, Max Planck Institut fur Molekulare Physiologie, Dortmund, Alemanha. PDBid 1 A6M [para definição de PDBid, ver 
Seção 8.3Ca].) 4 ►‘6 Ver Exercício de cineimagem 3.2 
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FIGURA 8.13 O padrão das ligações de hidrogênio de várias hélices polipeptídicas. Nos casos mostrados, a cadeia polipeptídica 
é enrolada de maneira helicoidal de tal forma que o grupo N — H no resíduo n forma uma ligação de hidrogênio com grupos C=0 
nos resíduos n — 2, n — 3, n — 4 ou n — 5. (Ilustração, Irving Geis. Imagem da coleção de Irving Geis, Hughes Medicai Institute, 
EUA. Figura impressa com permissão.) 
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FIGURA 8.14 Comparação de duas hélices polipeptídicas que ocorrem ocasionalmente em proteínas com a hélice a, que ocor- 
re comumente. ( a ) A hélice 3 10 , que tem 3,0 unidades peptídicas por volta e um passo de 6,0 A, é mais fina e mais alongada do 
que a hélice ot. (£>) A hélice a, que tem 3,6 unidades de peptídeos por volta e um passo de 5,4 A (ver também a Fig. 8.11). (c) A 
hélice tt, que tem 4,4 unidades de peptídeo por volta e um passo de 5,2 A, é mais larga e mais curta que a hélice a. Os planos 
peptídicos estão indicados. (Ilustração, Irving Geis. Imagem da coleção de Irving Geis, Hughes Medicai Institute, EUA. Figura 
impressa com permissão.) 


mente em proteínas e ainda em segmentos mais curtos, que 
são frequentemente distorcidos com relação à conformação 
ideal da 3 10 (a maior hélice 3 10 conhecida em uma proteína 
possui 15 resíduos). A hélice 3 10 ocorre com mais frequência 
em transições de uma única volta entre o final de uma hélice 
a e o segmento adjacente do esqueleto polipeptídico. 

A hélice ti (héüce 4,4 16 ), que também possui uma confor- 
mação ligeiramente desfavorecida (Fig. 8.7), tem sido rara- 
mente observada e, mesmo assim, somente como segmento 
de hélices longas. Isso ocorre provavelmente porque sua con- 
formação larga e achatada (Fig. 8.14c) forma uma cavidade 
axial que é muito diminuta para admitir moléculas de água, 
mas muito larga para possibilitar associações das forças de 
van der Waals por meio do eixo helicoidal; isto reduz de for- 
ma significativa a sua estabilidade em relação a conforma- 
ções mais aglomeradas. A fita 2,2 7 , que, como indica a Fig. 
8.7, possui ângulos conformacionais altamente proibidos, 
nunca foi observada. 

Certos homopolipeptídeos sintéticos adotam conforma- 
ções que são modelos para hélices em proteínas específicas. 
A poliprolina é incapaz de assumir qualquer estrutura se- 
cundária comum devido às restrições conformacionais im- 
postas pelas cadeias laterais pirrolidínicas cíclicas. Ademais, 


a falta do hidrogênio como substituinte do nitrogênio poli- 
peptídico impede que qualquer conformação da pohprolina 
seja estabilizada por ligações de hidrogênio. Contudo, sob 
condições apropriadas, a poliprolina precipita em solução 
na forma de uma hélice à esquerda de peptídeos com con- 
figuração toda trans, que possui 3,0 resíduos por volta de 
hélice e um passo de 9,4 A (Fig. 8.15). Essa conformação 
estendida, conhecida por hélice de poliprolina II, permite 
que as cadeias laterais de Pro não se aproximem umas das 
outras. De forma curiosa, a poliglidna, que é o polipeptídeo 
menos impedido conformacionalmente, precipita em solu- 
ção como uma hélice cujos parâmetros são essencialmente 
idênticos àqueles da pohprolina, o polipeptídeo mais res- 
trito conformacionalmente (embora a hélice de poliglicina 
possa ser tanto voltada à direita quanto à esquerda, pois a 
Gly não é quiral). As estruturas das hélices de poliprolina e 
poliglicina têm significado biológico, já que elas formam o 
motivo estrutural básico do colágeno, uma proteína estrutu- 
ral que contém uma proporção notavelmente alta de Gly e 
Pro (Seção 8.2B) . Além disso, a conformação helicoidal da 
pohprolina II é normalmente assumida por segmentos poli- 
peptídicos de até 12 resíduos, apesar de faltar as ligações de 
hidrogénios intraelicoidais. 
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C. Estruturas beta 

jfo Ver Exploração guiada 8; Ligações de hidrogênio em folhas |3 e 
Exploração guiada 9: Estruturas secundárias em proteínas Em 1951, 
o ano em que propuseram a estrutura da hélice a, Pauling e 
Corey também postularam a existência de uma estrutura po- 
lipeptídica secundária diferente, a folha (I pregueada. Assim 
como ocorre com a hélice a, a conformação de folha p pre- 
gueada possui ângulos (f> e vp repetitivos situados na região 
permitida do diagrama de Ramachandran (Fig. 8.7) e utiliza 
a capacidade total das ligações de hidrogênio do esqueleto 
polipeptídico. Em folhas jS pregueadas, contudo, a ligação de 
hidrogênio ocorre entre cadeias polipeptídicas vizinhas em 
vez de ocorrer dentro da própria cadeia, como ocorre com 
as hélices a. 

Há duas variedades de folhas p pregueadas: 

1. A folha p pregueada antiparalela, em que as cadeias po- 
lipeptídicas vizinhas ligadas por ligações de hidrogênio se- 
guem sentidos opostos (Fig. 8.16a). 


2. A folha p pregueada paralela, na qual as cadeias ligadas 
por Ügações de hidrogênio estão orientadas no mesmo senti- 
do (Fig. 8.16Ò). 

As conformações nas quais essas estruturas p estão ma- 
ximamente associadas por ligações de hidrogênio apresen- 
tam alguma variação com relação a um polipeptídeo com- 
pletamente estendido (<|> = i(j — ± 180°), como indicado na 
Fig. 8.7. Elas têm uma aparência plissada ou pregueada (Fig. 
8.17), que contribuiu para a origem do nome “folha pre- 
gueada”. Nessa conformação, as cadeias laterais sucessivas 
do esqueleto polipeptídico estendem-se para lados opostos 
da folha pregueada, com uma distância repetitiva de 7,0 Â a 
cada dois resíduos. 

As folhas p são motivos estruturais comuns em proteí- 
nas. Nas proteínas globulares, elas consistem em 2 a 22 fitas 
polipeptídicas, sendo a média de 6 fitas, que combinadas pos- 
suem uma largura de ~ 25 À. As cadeias polipeptídicas das 
folhas p são conhecidas por terem até 15 resíduos de exten- 
são, com uma média de 6 resíduos e ~ 21 Á de comprimento. 
Uma folha p antiparalela constituída por 7 fitas, por exem- 



FIGURA 8.15 A hélice de poliprolina II. A 

poliglicina forma uma hélice praticamente 
idêntica (poliglidna II). (Ilustração, Irving Geis. 
Imagem da coleção de Irving Geis, Hughes Me- 
dicai Institute. Figura impressa com permissão.) 


(a) Antiparalela 

í i \ 



FIGURA 8.16 Folhas p pregueadas As linhas tracejadas indicam as ligações 
de hidrogênio. As cadeias laterais foram omitidas para uma melhor compreen- 
são do desenho, (a) A folha p pregueada antiparalela. (b) A folha p pregueada 
paralela. (Ilustração, Irving Geis. Imagem da coleção de Irving Geis, Hughes 
Medicai Institute. Figura impressa com a permissão.) jfb Ver Exercício de cinei- 
magem 3.3 e Figuras animadas 
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FIGURA 8.17 Uma folha p pregueada antiparalela de duas 
fitas desenhada para enfatizar a sua aparência pregueada. As 

linhas tracejadas indicam as ligações de hidrogênio. Observe 
que os grupos R ( esferas roxas ) de cada cadeia polipeptídica 
estão alternadamente estendidos para lados opostos da folha e 
que estão coordenados com as cadeias adjacentes. (Ilustração, 
Irving Geis. Imagem da coleção de Irving Geis, Hughes Medi- 
cai Institute, EUA. Figura impressa com permissão.) Ver 
Exercício de cineimagem 3.3 


pio, ocorre na eoncanavalina A, uma proteína do feijão-de- 
-porco (Fig. 8.18). 

As folhas p paralelas com menos de 5 fitas são raras. 
Essa observação sugere que as folhas p paralelas são menos 
estáveis do que as folhas p antiparalelas, provavelmente pelo 
fato de que, nas folhas p paralelas, as ligações de hidrogênio 
são distorcidas em comparação àquelas das folhas p antipa- 
ralelas (Fig. 8.16). As folhas p mistas, paralela-antiparalela, 
são comuns, porém somente cerca de 20% das fitas de folhas 
p possuem ligação paralela em um dos lados e antiparalela 
no outro lado (contra um expectativa de 50% considerando 
uma mistura aleatória nas direções das fitas) . 

Em proteínas globulares, as folhas p pregueadas exibem 
invariavelmente uma pronunciada torção voltada à direita 
quando vistas ao longo de suas cadeias polipeptídicas (p. ex., 
Fig. 8.19). Essas folhas p torcidas constituem características 
arquitetônicas importantes de proteínas globulares, uma vez 
que as folhas p frequentemente constituem o núcleo central 
dessas proteínas (Fig. 8.19). Cálculos de energia conforma- 
cional indicam que a torção à direita de uma folha p surge 
como consequência de interações não ligadas entre resíduos 
quirais de L-aminoácidos presentes nas cadeias polipeptí- 
dicas estendidas da folha. Essas interações tendem a gerar 
cadeias polipeptídicas com uma leve torção à direita (Fig. 
8.19), a qual distorce e, portanto, enfraquece as ligações de 
hidrogênio entre as cadeias das folhas p. A geometria de 
uma determinada folha p é aquela que resulta da conciliação 
entre a otimização das energias conformacionais das cadeias 
polipeptídicas e a preservação das ligações de hidrogênio 
entre elas. 

A topologia (conectividade) das fitas polipeptídicas em 
uma folha p pode ser bastante complexa; os elos de conec- 
tividade destes conjuntos consistem, em geral, em longas 
extensões da cadeia polipeptídica, as quais frequentemente 
contêm hélices (p. ex., Fig. 8.19). O elo de conexão de duas 
fitas antiparalelas consecutivas é topologicamente equiva- 
lente a uma simples volta em grampo (Fig. 8.20a). Contudo, 
folhas paralelas consecutivas devem ser conectadas por uma 
ligação cruzada que fica fora do plano da folha p . Esses seg- 
mentos de conexão possuem quase sempre a mesma orien- 
tação helicoidal (Fig. 8,206), que supostamente se ajustam 
melhor à torção à direita inerente às folhas p (Fig. 8.21). 

D. Estruturas não repetitivas 

As proteínas globulares consistem, em média, em ~31 % de hé- 
lices a e —28% de folhas )3. Os segmentos poíipeptídicos re- 
manescentes da proteína são chamados de conformação em 
espiral ou em alça. Não é possível dizer que essas estruturas 
secundárias não repetitivas sejam menos ordenadas do que 
as hélices ou as folhas p; elas são simplesmente irregulares e, 
portanto, mais difíceis de serem descritas. Contudo, o termo 
conformação em espiral não deve ser confundido com o termo 
espiral aleatória, que se refere ao conjunto de conformações 
desordenadas e sujeitas a rápidas flutuações, características de 
proteínas desnaturadas e de outros polímeros em solução. 

As proteínas globulares são constituídas, sobretudo, por 
agregados de estruturas secundárias conectadas por segmen- 
tos poíipeptídicos que mudam de direção abruptamente. Tais 
voltas reversas ou curvaturas p (assim denominadas porque 
frequentemente conectam fitas sucessivas de folhas p antipa- 
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FIGURA 8.18 Modelo estéreo, de volume 
atômico, de uma folha p pregueada antipara- 
lela de 7 fitas da concavalina A do feijão-de- 
-porco, determinada pela análise estrutural 
por cristalografia de raios X. As folhas (3 
estão aproximadamente na horizontal, com 
seus átomos do esqueleto coloridos de acor- 
do com o tipo (C em verde, N em azul, O 
em vermelho e H em branco) e suas cadeias 
laterais representadas por esferas magenta. 
As instruções para a visualização das este- 
reoimagens são dadas no apêndice deste 
capítulo. (Com base na estrutura de raios X 
determinada por Gerald Edelman, The Ro- 
ckefeller University, EUA, PDBid 2CNA.) 

Ver Exercício de cineimagem 3.3 




FIGURA 8.19 Dobramento das cadeias polipeptídicas em pro- 
teínas, ilustrando a torção à direita das folhas (3. Nessas repre- 
sentações em modelo de fitas, as hélices a estão mostradas como 
hélices azuis, as fitas das folhas (3 estão representadas por setas 
verdes apontando para o C-terminal e as porções remanescentes 
do esqueleto estão em cor de laranj a. As cadeias laterais não es- 
tão mostradas, {d) A carboxipeptidase A bovina, uma proteína 
com 307 resíduos, contém uma folha |3 mista de 8 fitas que for- 
ma uma superfície curvada em forma de sela com um giro para 
a direita. ( b ) A trio se-f o sfat o -is omerase do músculo de galinha, 
uma enzima de 247 resíduos, contém uma folha (3 paralela de 8 
fitas que forma uma estrutura cilíndrica, conhecida como barril 
p, aqui vista de cima. Observe que as conexões cruzadas entre 
as fitas sucessivas do barril [3 , cada uma delas consistindo predo- 
minantemente em uma hélice ct, estão do lado externo do barril 
p e apresentam um sentido helicoidal à direita, (c) Vista lateral 
da triose fosfato isomerase. Seu N-terminal (N) e seu C-terminal 
(C) estão indicados. (Parte a baseada na estrutura por raios X 
determinada por William Lipscomb, Harvard University, EUA. 
PDBid 3CPA. Parte bec baseada na estrutura por raios X de- 
terminada por David Phillips, Oxford University, Reino Unido, 
PDBid 1T1M) Ver Exercício interativo 2 
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FIGURA 8,20 Conexões entre fitas polipeptídicas adjacentes em folhas (3 pregueadas, (a) A conexão em grampo de cabelo entre 
fitas antiparalelas está topologicamente no plano da folha, (b) Uma conexão cruzada à direita entre fitas sucessivas de uma folha (3 
paralela. Quase todas as conexões cruzadas desse tipo em proteínas têm essa quiralidade (ver, p. ex., Fig. 8.19h). (c) Uma conexão 
cruzada voltada à esquerda entre fitas de folha paralelas. Conexões com essa quiralidade são raras. (Segundo Richardson, J.S., 
Adv. Protein Chem. 34, 290, 295 [1981].) 


ralelas) aparecem quase sempre na superfície das proteínas; 
de fato, elas definem parcialmente essas superfícies. A maioria 
das voltas reversas é constituída por quatro resíduos sucessi- 
vos de aminoácidos mais ou menos organizados de duas for- 
mas diferentes, o tipo I e o tipo II, que se diferenciam por uma 
virada de 180° na unidade peptídica que liga os resíduos 2 e 3 
(Fig. 8.22). Os dois tipos de curvaturas |3 contêm uma ligação 
de hidrogênio, embora desvios nas conformações ideais pos- 
sam provocar a perda dessa interação. A curvatura |3 do tipo 

1 pode ser considerada como seções distorcidas de uma hélice 
3 10 . Nas curvaturas j3 do tipo II, o átomo de oxigênio do resíduo 

2 aglomera-se com o C„ do resíduo 3, que em geral é, portanto, 
Gly. O resíduo 2 dos dois tipos de curvatura (3 é normalmente 
Pro, já que este assume facilmente a conformação necessária. 

Muitas proteínas possuem regiões que são realmente 
desordenadas. Grupos superficiais carregados e estendidos, 
como as cadeias laterais de Lys ou os grupos N- e C-terminais 
das cadeias polipeptídicas, são bons exemplos: em solução, 
eles frequentemente flutuam pelo entorno, pois há poucas 
forças para mantê-los no lugar (Seção 8.4). Frequentemente, 
segmentos inteiros da cadeia polipeptídica são desordena- 
dos. Tais segmentos podem ter papéis funcionais, como por 
exemplo a ligação de uma molécula específica, podendo as- 
sim se encontrar desordenados em um determinado estado 
da proteína (na ausência da molécula) e organizados em ou- 
tro (molécula ligada). Este é um dos mecanismos pelo qual 
uma proteína pode interagir flexivelmente com outra molé- 
cula no desempenho de sua função biológica. 


2 PROTEÍNAS FIBROSAS 

Ai proteínas fibrosas são moléculas bastante alongadas, nas 
quais as estruturas secundárias dominam os motivos estrutu- 
rais. Muitas proteínas fibrosas, como por exemplo as da pele, 
dos tendões e dos ossos, funcionam como materiais estrutu- 
rais que possuem funções protetoras, conectivas ou de sus- 
tentação nos organismos vivos. Outras, como por exemplo 
as proteínas musculares e ciliares, possuem funções motoras. 
Nesta seção, serão discutidas as relações estrutura-função em 
duas proteínas fibrosas comuns e bem-caracterizadas: a que- 
ratina e o coiágeno (as proteínas musculares e ciliares serão 
vistas na Seção 35.3). A simplicidade estrutural dessas pro- 
teínas, quando comparadas às proteínas globulares, facilita a 
compreensão de como suas estruturas se adaptam para exer- 
cer as suas funções biológicas. 

As moléculas fibrosas raramente cristalizam, em geral 
não sendo objeto de determinação estrutural por cristalogra- 
fia por raios X (Seção 8. 3 A). Em vez de cristalizar, elas se 
associam em fibras, nas quais seus longos eixos moleculares 
estão mais ou menos paralelos ao eixo da fibra, mas nas quais 
elas carecem de orientação específica em outras direções. O 
padrão de difração de raios X de uma fibra, Fig. 8.23, por 
exemplo, contém pouca informação, muito menos do que se 
poderia obter se uma proteína fibrosa pudesse ser cristali- 
zada. Consequentemente, as estruturas de proteínas fibro- 
sas não são conhecidas com muitos detalhes. Contudo, os 
estudos por raios X originais dessas proteínas foram feitos 
no início da década de 1930 por William Astbury, pois essas 



FIGURA 8.21 Origem de uma conexão cruzada voltada à direita. O esquema de um possível dobramento ilustra como o giro de 
uma cadeia polipeptídica à direita favorece a formação de conexões cruzadas voltadas à direita entre fitas sucessivas de uma folha 
(3 paralela. 
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(a) Curvatura p Tipo I 


(b) Curvatura p Tipo II 




FIGURA 8.22 Voltas reversas em cadeias polipeptídicas. (a) A 

curvatura p Tipo I, que possui os seguintes ângulos de torção: 

ó 2 = -607^2 = -30° 
d> 3 = -9074*3 = 0 o 


0 .i 5 % 
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FIGURt 8.23 Fotografia da difração por raios X de uma fibra 
da seda de Bombyx mori. A fotografia foi obtida ao se incidir 
um feixe colimado por raios X monocromáticos através da fibra 
da seda e registrar os raios X difratados em um filme fotográ- 
fico colocado atrás da fibra. A fotografia tem poucos pontos e, 
assim, contém pouca informação estrutural. (Segundo March, 
R.E., Corey, R.B., e Pauling, L., Biochim. Biophys. Acta 16, 5 
[19551.) 



(b) A curvatura p Tipo II, que possui os seguintes ângulos de 
torção: 

cf) 2 = -6074*2 = 120° 

4,3 = -9074*3 = 0 o 

Variações de até 30° destes ângulos de conformação ideais são 
comuns. As ligações de hidrogênio estão representadas pelas li- 
nhas tracejadas. (Ilustração, Irving Geis. Imagem da coleção de 
Irving Geis, Howard Hughes Medicai Institute. Figura impressa 
com permissão.) jfb Ver Exercício de cineimagem 3.4 

proteínas fibrosas podiam ser facilmente obtidas a partir da 
lã e do tendão. Considerando que a primeira estrutura crista- 
logrãfica por raios X de uma proteína não foi obtida antes do 
final da década de 1950, esses estudos com as fibras constituí- 
ram as primeiras tentativas para a elucidação dos princípios 
estruturais que governam as proteínas, além de proporcio- 
nar grande parte da base experimental para a formulação de 
Pauling sobre as hélices a e as folhas p pregueadas. 

A. a-Querat/na - uma hélice de hélices 

A queratina é uma proteína mecanicamente resistente e qui- 
micamente não reativa que ocorre em todos os vertebrados 
superiores. É o principal componente da rígida camada ex- 
terna da epiderme, constituindo mais de 85% das proteínas 
celulares, além de apêndices relacionados, como cabelos, 
chifres, unhas e penas. As queratinas têm sido classificadas 
como a-queratinas, que ocorrem em mamíferos, ou p -que- 
ratinas, que ocorrem em pássaros e répteis. Os mamíferos 
possuem mais de 50 genes de queratina, que são expressos 
de forma tecido-específica, e cujos produtos são classificados 
como pertencentes a famílias de polipeptídeos relativamente 
ácidos (Tipo I e relativamente básicos (Tipo II). Os filamen- 
tos de queratina, que formam os filamentos intermediários 
das células da pele (Seção 1.2Ae), devem conter ao menos 
um membro de cada tipo. 
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Estudos por microscopia eletrônica indicam que o cabe- 
lo, composto principalmente de a-queratina, consiste em uma 
hierarquia de estruturas (Figs. 8.24 e 8.25). Um fío de cabelo 
típico possui cerca de 20 |im de diâmetro, sendo formado por 
células mortas, cada uma delas contendo macroilbrilas em- 
pacotadas ('■'-'2.000 À de diâmetro), as quais estão orientadas 
paralelamente à fibra do cabelo (Fig. 8.24). As macrofibrilas 
são constituídas por microtlbrilas (—80 À de largura), que, por 
sua vez, estão cimentadas j untamente com uma matriz protei- 
ca amorfa que apresenta alto conteúdo de enxofre. 

No nível molecular, o padrão de difração por raios X da 
a-queratina assemelha-se àquele esperado para uma hélice a 
(daí o nome a-queratina). Contudo, a a-queratina exibe um es- 
paçamento de 5,1 À, em vez de 5,4 À correspondente ao passo 
de uma hélice a. Essa observação, juntamente com uma série 
de evidências químicas e físicas, sugere que os polipeptídeos da 
a-queratina formam pares de hélices a altamente associados, em 
que cada par é composto por uma cadeia de queratina Tipo I e 
uma Tipo II, torcidas paralelamente formando uma espiral vol- 
tada à esquerda (Fig. 8.25a). Como consequência, a distância de 
repetição normal de 5,4 À de cada hélice a no par sofre uma 
inclinação com respeito ao eixo formado pela sua conforma- 
ção, gerando o espaçamento observado de 5,1 À. Esse conjunto 
é denominado estrutura espiral enrolada, pois o eixo de cada 
héüce a segue um caminho helicoidal. 

A conformação espiral enrolada da a-queratina ê uma 
consequência da sua estrutura primária: o segmento central 
de cerca de 310 resíduos de cada cadeia polipeptídica possui 
uma pseudorrepetição heptamérica (de 7 resíduos), a-b-c-d- 
-e-f-g, com resíduos apoiares predominantemente nas posi- 
ções a e d. Uma vez que a hélice a possui 3,6 resíduos por 
volta, os resíduos a e d da a-queratina alinham-se ao longo 
de um lado da hélice a, formando uma faixa hidrofóbica que 
possibilita a sua associação longitudinal com a faixa seme- 



Mícrofibríla 


Macrofibrila 


Célula 


FIÊUFíA 8.24 A organização macroscópica do fio de cabelo. 

(Ilustração, Irving Geis. Imagem da coleção de Irving Geis, 
Howard Hughes Medicai Institute, EUA. Figura impressa 
com permissão.) 


lhante de outra hélice a (Fig. 8.26; resíduos hidrofóbicos, 
como será visto na Seção 8.4C, possuem uma forte tendência 
a se associar). De fato, a pouca diferença entre os 3,6 resí- 
duos por volta de uma hélice a normal e os —3,5 resíduos 
repetitivos da faixa hidrofóbica da a-queratina é responsável 
pelo enrolamento da espiral enrolada. A inclinação resultan- 
te de 18° de uma hélice a com relação a outra permite que 
o sulcos helicoidais formados pelas cadeias laterais se entre- 
lacem, maximizando assim as interações favoráveis. As es- 
pirais enroladas são, como será visto, componentes comuns 
tanto de proteínas globulares como de proteínas fibrosas. 

A organização estrutural superior da a-queratina é pouco 
compreendida. As regiões N- e C-terminais de cada polipeptí- 
deo provavelmente têm uma conformação flexível e facilitam 
a organização das espirais enroladas em protofilamentos de — 
30 A de largura. Acredita-se que esses protofilamentos sejam 
constituídos por duas fileiras não coincidentes (as associações 
cabeça-com-cauda de uma fileira se dão na meia-altura das 
espirais da outra fileira) e antiparalelas de espirais enroladas 
alinhadas cabeça-com-cauda (Fig. 8.25b). Presume-se que 
dois protofilamentos formem uma protofibrila de —50 Á de 
largura, quatro das quais, por sua vez, enrolam-se uma em 
torno da outra, formando uma microfibrila (Fig. 8.25c). 

A a-queratina é rica em resíduos de Cys, que, por meio 
de ligações dissulfeto, interligam as cadeias polipeptídicas 
adjacentes. Isso explica a insolubilidade e a resistência ao es- 
tiramento da a-queratina, duas de suas propriedades biológi- 
cas mais importantes. As a-queratinas são classificadas como 
“duras” ou “moles”, dependendo da quantidade alta ou baixa 


(a) Dímero (b) Protofllamento (c) Microfibrila 



FIGURA 8.25 Estrutura da a-queratina. (a) Os cerca de 310 
resíduos centrais de uma cadeia polipeptídica das a-queratinas 
Tipos I e II associam -se em uma espiral enrolada dimérica. As 
conformações dos domínios N- e C-terminais globulares dos 
polipeptídeos são desconhecidas, (b) Os protofilamentos são 
formados por duas fileiras não coincidentes e antiparalelas de es- 
pirais enroladas associadas cabeça-com-cauda. (c) Os protofila- 
mentos dimerizam para formar uma protofibrila, e quatro destas 
formam uma microfibrila. As estruturas dessas montagens são 
pouco caracterizadas, mas devem formar uma série helicoidal. 
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FIGURA 8.26 Á espiral enrolada de duas fitas, (a) Vista do 
eixo da espiral, mostrando as interações entre as faces apoiares 
das hélices a. As hélices a têm a sequência heptamérica de pseu- 
dorrepetição a-b-c-d-e-f-g, na qual os resíduos a e d são predomi- 
nantemente apoiares. (Segundo McLachlan, A.D., e Stewart, M., 
J. Moí. Biol. 98, 295 [1975].) ( b ) Vista lateral, na qual o esqueleto 
polipeptídico é representado na forma de bastão (esquerda) e o 
polipeptídeo completo representado na forma de volume atô- 
mico {direita). Os átomos estão coloridos de acordo com o tipo, 
com o C em verde em uma cadeia e em ciano na outra, N em 
azul, O em vermelho e S em amarelo. As cadeias de 81 resíduos 
estão em paralelo com suas extremidades N-terminal acima. 
Observe que no modelo de volume atômico as cadeias laterais se 
tocam. Essa espiral enrolada é uma porção da proteína muscular 
tropomiosina (Seção 35.3 Ac). (Com base em uma estrutura por 
raios X determinada por Caroiyn Cohen, Brandeis University, 
EUA. PDBid 11C2.) tjfb Ver Exercícios de cineimagem 4.1 e 4.2 

de enxofre que possuem. As queratinas duras, como aquelas 
presentes no cabelo, nos chifres e nas unhas, são menos flexí- 
veis que as queratinas moles, que são encontradas na pele ou 
nas calosidades, pois as ligações dissulfeto resistem a quais- 
quer forças que possam deformá-las. As ligações dissulfeto 
podem ser redutivamente clivadas por mercaptanas (Seção 
7.1B). O cabelo assim tratado pode formar “cachos perma- 
nentes” pela aplicação de um agente oxidante que estabeleça 
novamente as ligações dissulfeto na conformação “encaraco- 
lada”. Embora a insolubilidade da a-queratina faça com que 


a maioria dos animais não consiga digeri-la, a larva da traça, 
que possui alta concentração de mercaptanas no trato digesti- 
vo, a digere, para desgosto dos donos de roupas de lã. 

A elasticidade do cabelo e das fibras de lã é uma proprie- 
dade da espiral enrolada ao retomar a sua configuração inicial 
depois de ter sido desenrolada e esticada. Entretanto, quando 
algumas ligações dissulfeto são rompidas, uma fibra de a-que- 
ratina pode ser estendida até mais de duas vezes o seu compri- 
mento original pela aplicação de calor úmido. Nesse processo, 
como a analise por raios X indica, a estrutura de hélice a se es- 
tende à medida que suas ligações de hidrogênio se rearranjam 
para formar uma folha [3 pregueada. A (3 -queratina, como a 
que ocorre nas penas, exibe, em seu estado nativo, um padrão 
de raios X semelhante (portanto, o nome de folha (3). 

a. Defeitos na queratina resultam na perda da integridade da 
pele 

As doenças hereditárias da pele, epidermólise bolhosa sim- 
ples (EBS) e a hiperqueratose epidermolítica (HQE), são 
caracterizadas pelo surgimento de bolhas na pele a partir da 
ruptura das células epidérmicas basais (Fig. l.lAd) e supraba- 
sais, respectivamente, como aquelas causadas por estresses 
mecânicos que normalmente seriam inofensivas. Os sintomas 
dessas doenças variam, desde quase imperceptíveis até inca- 
pacidade grave, principalmente na infância. Nas famílias que 
sofrem com a EBS, as anormalidades podem estar presentes 
tanto na queratina 14 como na queratina 5, as queratinas do- 
minantes do Tipo I e do Tipo II das células basais da pele. A 
HQE é, de forma semelhante, causada por defeitos nas que- 
ratinas 1 ou 10, os Tipos I e II dominantes das queratinas das 
células suprabasais (que surgem da diferenciação das células 
basais, um processo no qual a síntese das queratinas 14 e 5 é 
desligada e a das queratinas 1 e 10 é ligada). Evidentemente, 
esses defeitos interferem na formação normal dos filamen- 
tos, demonstrando, portanto, a função do citoesqueleto de 
queratina na manutenção da integridade mecânica da pele. 

B. Colágeno - um cabo de tríp/a-héfíce 

O colágeno (do grego: kolla , cola), que ocorre em todos os 
animais muiticelulares, é a proteína mais abundante nos ver- 
tebrados, compreendendo aproximadamente 30% da massa 
proteica. Suas fibras insolúveis e com grande força de ten- 
são tornam o colágeno o componente com maior capacidade 
para suportar o estresse dos tecidos conectivos, como os os- 
sos, os dentes, as cartilagens, os tendões, os ligamentos e as 
matrizes fibrosas da pele e dos vasos sanguíneos. O colágeno 
ocorre praticamente em todos os tecidos. 

Os vertebrados possuem 46 cadeias polipeptídicas gene- 
ticamente diferentes, compreendendo 28 tipos de colágenos 
encontrados nos diferentes tecidos de um mesmo indivíduo. 
Os mais comuns estão listados na Tabela 8.2. Uma única 


TABELA 8.2 Os tipos de colágenos mais abundantes 


Tipo 

Composição da cadeia 

Distribuição 

I 

[al(I)] 2 a2(I) 

Pele, ossos, tendões, vasos san- 
guíneos, córnea 

II 

M(n)], 

Cartilagem, discos intervertebrais 

III 

[«1(111)13 

Vasos sanguíneos, pele fetal 


Fonte: Eyre, D.R., Science 207, 1316 (1980) 
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molécula de colágeno do Tipo I é composta por três cadeias 
polipeptídicas com uma massa molecular agregada de —285 
kDa. Possui um formato de barra com —3.000 À de compri- 
mento e ~14 Â de largura. 

O colágeno tem uma composição áe aminoãcidos carac- 
terística: quase um terço de seus resíduos é Gly; outros 15 a 
30% são resíduos de Pro e 4-hidroxiprolil (Hyp). 


O 


\ 


N- 


c— 

C-H 


H,C 5 


2-. J ,CH 2 

4 

c 

/ \ 

HO H 



Resíduo 4-hidroxiprolil 


(Hyp) 


Resíduo 3-hidroxiprolil 


O 


— NH — CH- 

2 ! 

CH 2 

3| 

CH, 


C 

1 


H— C — OH 


CH 


NH 


2 

+ 


Resíduo 5-hidroxilisil (Hyl) 

Os resíduos 3-hidroxiprolil e 5-hidroxilisil (Hyl) também ocor- 
rem no colágeno, porém em menor quantidade. Experimentos 
com marcadores radioativos estabeleceram que esses aminoá- 
cidos hidroxilados não padrão não são incorporados ao colá- 
geno durante a síntese polipeptídica: se a hidroxiprolina 14 C 
marcada é administrada a um rato, o colágeno sintetizado não 
é radioativo, ao passo que colágeno radioativo é produzido se 
o rato é tratado com prolina 14 C. Os resíduos hidroxilados apa- 
recem depois que o polipeptídeo do colágeno foi sintetizado, 
quando certos resíduos de Pro são convertidos em Hyp em 
uma reação catalisada pela enzima prolil-hidroxilase. 

A Hyp confere estabilidade ao colágeno, possivelmente 
por meio de ligações de hidrogênio intramoleculares que en- 
volvem a formação de pontes com moléculas de água. Se, por 
exemplo, o colágeno é sintetizado sob condições nas quais 
a prolil-hidroxilase é inativada, ele perde sua conformação 
nativa (desnatura) a 24°C, enquanto o colágeno normal des- 
natura a 39 °C (o colágeno desnaturado por calor é conhecido 
como gelatina). A prolil-hidroxilase necessita de ácido ascór- 
bico (vitamina C) 

TT OH 

f I 

r--C — CH 2 OH 

H 

HO OH 



Ácido ascórbico (vitamina C) 

para sua atividade enzimática. No escorbuto, doença provo- 
cada pela deficiência de vitamina C, o colágeno sintetizado 
não forma fibras adequadamente. Isso resulta em lesões na 


pele, fragilidade nos vasos sanguíneos e ulcerações difíceis 
de curar, sintomas dessa doença, provocada por deficiência 
de vitamina, que acaba sendo fatal. 

a. O colágeno possui uma estrutura de tripla-hélice 
A sequência de aminoácidos do colágeno al(I) bovino, que 
é semelhante à dos outros colágenos, consiste em trincas da 
sequência Gly-X-Y repetidas monotonamente em um seg- 
mento de 1.011 resíduos da sua cadeia polipeptídica de 1.042 
resíduos ( Fig . 8.27). X frequentemente é Pro (—28%) e Y 
frequentemente é Hyp (—38%). A restrição de Hyp à posi- 
ção Y decorre da especificidade da prolil-hidroxilase. A Hyl 
é restringida de forma semelhante à posição Y. 

O alto conteúdo de Gly, Pro e Hyp no colágeno sugere 
que a conformação do esqueleto polipeptídico assemelha- 
-se à das hélices de poliprolina II e poliglicina II (Fig. 8.15). 
A difração de raios X da fibra e estudos com modelos mo- 
leculares feitos por Alexander Rich, Francis Crick e por 
Ramachandran os levaram, independentemente, a propor, 
em 1955, que as três cadeias polipeptídicas do colágeno, que 
individualmente se assemelham a hélices de poliprolina II, 
são paralelas e entrelaçam-se delicadamente em uma tor- 
ção à direita, como uma corda, formando uma estrutura de 
tripla-hélice (Fig. 8.28). Contudo, foi em 1994 que Helen 
Berman e Barbara Brodsky confirmaram esse modelo a 
partir da determinação da estrutura por cristalografia por 
raios X do polipeptídeo semelhante ao colágeno (Pro-Hyp- 
Gly) 10 , no qual o quinto resíduo de Gly é substituído por 
Ala (Fig. 8.29a). Nessa estrutura, cada terceiro resíduo de 
cada cadeia polipeptídica passa através do centro da tripla- 
-hélice, que é tão abarrotado que somente a cadeia lateral 
de uma Gly pode se encaixar ali (Fig. 8.29b). O pouco es- 
paço explica a exigência absoluta para que somente uma 
Gly esteja a cada terceira posição da cadeia polipeptídica 
do colágeno (Fig. 8.27). Isso também requer que as três 
cadeias polipeptídicas estejam escalonadas, de forma que 
os resíduos Gly de uma cadeia, os X de outra e os Y da 
terceira cadeia polipeptídica estejam no mesmo nível (Fig. 
8.30). As ligações polipeptídicas estão orientadas de tal for- 
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"IGURA 8.27 A sequência de aminoácidos da extremidade 
C -terminai da região da tripla-hélice da cadeia do colágeno 
bovino al(I). Observe as trincas repetitivas Gly-X-Y, em que 
X frequentemente é Pro e Y frequentemente é Hyp. Aqui, a 
Gly está sombreada em roxo, Pro está em ocre e Hyp e Hyp* 
(3- hidróxiPro) estão sombreadas em marrom. (Com base em 
Bornstein, P., e Traub, W., in Neurath, H. e HUI, R.L. [Eds.], 
The Proteins (3rd ed.), Vol. 4 ,p. 483, Academic Press [1979].) 
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FIGURA 8 .28 A tripla-hélice do 
colágeno. Este diagrama indica 
como as hélices polipeptídicas volta- 
das à direita estão enroladas juntas 
para formar uma estrutura de super - 
-hélice voltada para a direita. Cordas 
e cabos são construídos da mesma 
forma a partir de hierarquias de 
feixes de fibras que estão enrolados 
alternadamente em direções opostas. 
Uma hélice polipeptídica individual 
de colágeno tem 3,3 resíduos por vol- 
ta e um passo de 10,0 A (contrastan- 
do com os 3,0 resíduos por volta e o 
passo de 9,4 A da poliprolina II; Fig. 
8.15). A tripla-hélice do colágeno 
tem 10 unidades de Gly-X-Y por vol- 
ta e um passo de 86,1 À. (Ilustração, 
Irving Geis. Imagem da coleção de 
Irving Geis, Howard Hughes Medi- 
cai Institute, EUA. Figura impressa 
com permissão.) 


FIGURA 8.30 Diagrama esquemático mostrando as ligações de 
hidrogênio intercadeias ( linhas tracejadas) nas regiões da tripla-hélice 
contendo Gly. Esta é uma projeção cilíndrica, com a Cadeia 1 repetida 
na direita para ficar mais claro. Observe que as três cadeias estão 
escalonadas verticalmente por um dos resíduos, de modo que a Gly 
de uma cadeia, a Pro de outra e a Hyp da terceira cadeia ocorrem no 
mesmo nível. (Segundo Bella, J., Eaton, M., Brodsky, B., e Berman, 
H.M., Science 266, 78 [1994].) jfb Ver Exercícios de cineímagem 4.3 e 4.4 


FIGURA 8.29 Estrutura de um modelo peptídico de colágeno. Nessa estrutura por 
raios X de (Pro-Hyp-Gly) 10 , a quinta Gly de cada peptídeo foi substituída por Ala. (a) 

Um modelo em bastão da porção central da tripla-hélice orientada com sua extremidade 
N-terminal na parte superior. Os átomos de C das três cadeias estão coloridos em cor de 
laranja, magenta e cinza. Os átomos de N e O em todas as cadeias estão em azul e verme- 
lho. Observe como a substituição de Gly pela mais volumosa Ala (átomos de C em verde) 
distorcem a tripla-hélice. ( b ) Uma visão a partir do N-terminal abaixo do eixo da hélice 
mostra as associações de ligação de hidrogênio intercadeias.Três resíduos consecutivos 
de cada cadeia estão mostrados na forma de bastão (átomos de C em verde). As ligações 
de hidrogênio estão representadas por linhas tracejadas a partir dos átomos de N da Gly 
até os átomos de O da Pro nas cadeias adjacentes. Os pontos representam as superfícies 
de van der Waals dos átomos do esqueleto do resíduo central de cada cadeia. Observe o 
empacotamento íntimo dos átomos ao longo do eixo da tripla-hélice. A substituição dos 
átomos de C Q de uma Gly localizada no centro (grupo CH 2 ) por qualquer outro resíduo 
distorceria a tripla-hélice. (Com base em uma estrutura por raios X determinada por 
Helen Berman, Rutgers University, EUA, e Barbara Brodsky, UMDNJ - Robert Wood 
Johnson Medicai School, EUA. PDBid 1CAG.) Ver Exercícios 4.3 e 4.4 de cineimagem 
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ma que o grupo N - H de cada Gly faz uma forte ligação de 
hidrogênio com o oxigênio carbomlico de um resíduo de X 
(Pro) da cadeia vizinha. Os resíduos volumosos e relativa- 
mente inflexíveis de Pro e Hyp conferem rigidez estrutural 
ao conj unto todo. 

A estrutura de tripla-hélice do colágeno, bem empacota- 
da e rígida, é responsável pela sua característica força tênsil. 
Assim como as fibras torcidas de uma corda, as cadeias po- 
lipeptídicas estendidas e torcidas do colágeno convertem a 
força de tensão longitudinal em uma força, mais facilmente 
suportável, de compressão lateral sobre a quase ineompres- 
sível tripla-hélice. Isso acontece porque as direções torcidas 
e opostas das cadeias polipeptídicas e da tripla-hélice do co- 
lágeno (Fig. 8.28) evitam que as voltas sejam desfeitas sob 
tensão (observe que, em cordas e cabos, níveis sucessivos de 
feixes de fibras também são torcidos em direções opostas). 
As hierarquias helicoidais sucessivas em outras fibras protei- 
cas exibem revezamento semelhante de direções de torção, 
como por exemplo, a queratina (Seção 8.2 A) e o músculo 
(Seção 35.3Aa). 

b. 0 colágeno é organizado em fibrilas 
Os Tipos I, II, III, V e XI de colágeno formam fibrilas com 
bandas características (Fig. 8.31) que são, em sua maioria, 
senão totalmente, compostas por vários tipos diferentes de 
colágeno. Essas fibrilas têm uma periodicidade de 670 À e 
um diâmetro de 100 a 2.000 À, dependendo dos tipos de co- 
lágeno que contêm e de seus tecidos de origem (os outros 
tipos de colágeno formam diferentes espécies de agregados, 
como redes; mas isto não será discutido neste livro). Estudos 
de difração por raios X dessas fibras revelam que as molécu- 
las nas fibrilas do colágeno de Tipo I são empilhadas em um 
arranjo hexagonal. Estudos com modelos computacionais 
indicam ainda que essas moléculas de colágeno são alterna- 



FIGURA 8.31 Micrografia eletrônica das fibrilas do colágeno 
da pele. ( Cortesia de Jerome Gross, Massachusetts General 
Hospital, EUA.) 


das de modo preciso paralelamente ao eixo da fibrila (Fig. 
8.32). As porções mais escuras das estruturas em bandas 
correspondem a “buracos” de 400 À na superfície da fibrila 
entre as moléculas de colágeno alinhadas de ponta a ponta. 
Considerações estruturais e energéticas sugerem que as con- 
formações das moléculas individuais de colágeno, mais ou 
menos como ocorre nas hélices a e folhas p, são pouco está- 
veis (Seção 8.4). A força que faz as moléculas de colágeno se 
organizarem em uma fibrila é fornecida, aparentemente, por 
suas interações hidrofóbicas internas, de maneira análoga ao 
empilhamento dos elementos da estrutura secundária para 
formar uma proteína globular (Seção 8.3B). 

O colágeno contém carboidratos ligados covalentemente 
em quantidades que variam de —0,4 a 12% por peso, depen- 
dendo do seu tecido de origem. Os carboidratos, que consis- 
tem basicamente em glicose, galactose e seus dissacarídeos, 
são ligados covalentemente aos resíduos Hyl por enzimas 
específicas 
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Embora a função dos carboidratos no colágeno sej a des- 
conhecida, o fato de estarem localizados nas regiões de “bu- 
racos” das fibrilas sugere que os carboidratos estej am envol- 
vidos no arranjo da direção dessas fibrilas. 

c. As fibrilas do colágeno estão interligadas covalentemente 
A insolubilidade do colágeno em solventes que desfazem 
as ligações de hidrogênio e as interações iônicas é explicada 
pela observação de que o colágeno é interligado covalente- 
mente tanto intra como intermolecularmente. Essas ligações 
cruzadas não podem ser ligações dissulfeto, como na quera- 
tina, pois o colágeno quase não possui resíduos Cys. Elas se 
originam, mais precisamente, das cadeias laterais de Lys e 
His, em reações como as da Fig. 8.33. A lisil-oxidase, uma 
enzima que contém Cu e que converte resíduos Lys ao resí- 
duo de aldeído alisina, é a única enzima envolvida neste pro- 
cesso de interligação. Até quatro cadeias podem ser cova- 
lentemente ligadas umas às outras. As ligações cruzadas não 
se formam ao acaso, mas, em vez disso, tendem a acontecer 
próximas às extremidades N- e C- terminais das moléculas 
de colágeno. 

A importância das ligações cruzadas para o funciona- 
mento normal do colágeno é demonstrada pela doença lati- 
rismo, que ocorre em seres humanos e outros animais como 
resultado da ingestão regular de sementes da ervilha-de- 
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FIGURA 8.32 Aparência das bandas das fibrilas do coláge- 
no. A aparência de bandas das moléculas do colágeno ao mi- 
croscópio eletrônico se deve ao arranjo alternado das moléculas 
de colágeno, representado esquematicamente (em cima), que 
resulta em uma superfície com depressões periódicas. D, a dis- 
tância entre as estrias, é —670 A, de modo que o comprimento 
de uma molécula de colágeno de 3.000 A é de 4,4 D. (Cortesia 
de Karl A. Piez, CoIIagen Corporation.) 


-cheiro Lathyrus odoratus. Os sintomas dessa doença são 
sérias anormalidades nos ossos, nas articulações e nos vasos 
sanguíneos, causadas pelo aumento da fragilidade das fibras 
do colágeno, O agente responsável pelo latirismo, a fl-ami- 
nopr opionitrila , 

N— C CI L - CIL - NI C + 

p-Aminopropionitrila 

inativa a lisil-oxidase ao se ligar covalentemente ao seu sítio 
ativo. A interligação é notavelmente reduzida no colágeno 
de animais latiríticos. 

FIGURA 8.33 Via biossintética para a formação de ligações 
cruzadas nas cadeias laterais de Lys, Hyl e His do colágeno. A 

primeira etapa na reação é a desaminação oxidativa da Lys ca- 
talisada pela lisil-oxidase, para formar o aldeído alisina. Essas 
duas alisinas sofrem então uma condensação aldólica para for- 
mar a alisina aldol. Esse produto pode reagir com His para for- 
mar aldol histidina, que, por sua vez, pode reagir com Hyl para 
formar uma base de Schiff (uma ligação imídica), formando, 
assim, a ligação cruzada entre as quatro cadeias laterais. 
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TABELA 8.3 

O arranjo das fibrilas de colágeno em vários 
tecidos 

Tecido 

Arranjo 

Tendões 

Feixes paralelos 

Pele 

Camadas de fibrilas acomodadas sob vários ân- 
gulos 

Cartilagem 

Nenhum arranjo distinto 

Córnea 

Camadas planas empilhadas de modo cruzado de 
maneira a minimizar a dispersão da luz 


O grau de interligação do colágeno de um determina- 
do tecido aumenta com a idade do animal. É por isso que 
a carne de animais mais velhos é mais dura que a dos mais 
jovens. De fato, as moléculas individuais de colágeno (cha- 
madas de tropocolágeno) só podem ser extraídas dos tecidos 
de animais muito jovens. Essa interligação, contudo, não é a 
principal causa do envelhecimento, como demonstra a obser- 
vação que agentes latirogênicos não retardam o processo de 
envelhecimento. 

As fibrilas de colágeno em vários tecidos são organiza- 
das em formas que refletem bem as funções desses tecidos 
(Tabela 8.3). Assim, os tendões (os “cabos” que conectam 
os músculos aos ossos), a pele (estrutura externa resistente 
a rasgos) e a cartilagem (que possui função de sustentação) 
devem resistir ao estresse predominantemente em uma, duas 
e três dimensões, respectivamente, e as fibrilas de colágeno 
que os compõem estão arranj adas de acordo. Desconhece-se 
o modo como essas fibrilas estão acomodadas nesses arran- 
jos. Entretanto, alguns dos fatores que orientam o arranjo 
das moléculas de colágeno são discutidos nas Seções 32.5Áa 
e 32.5Ba. 

d. As Imperfeições do colágeno são responsáveis por várias 
doenças humanas 

Numerosas doenças hereditárias do colágeno são conheci- 
das. Mutações do colágeno do Tipo I, que constitui a pro- 
teína estrutural majoritária dos tecidos humanos, normal- 
mente resultam em osteogenesis imperfecta (doença da 
fragilidade óssea). A gravidade dessa doença varia com a 
natureza e a posição da mutação. Até mesmo uma mudança 
em um único amino ácido pode ter consequências letais. As 
mutações podem afetar a estrutura da molécula do colágeno 
ou como as fibrilas se formarão. Por exemplo, a substitui- 
ção da Gly central por Ala em cada cadeia polipeptídica da 
estrutura mostrada na Fig. 8.29a, que reduz a temperatura 
de desnaturação deste composto-modelo de 62° C para 29°C, 
distorce localmente a tripla-hélice do colágeno. A necessida- 
de de acomodar os três grupos metila adicionais no interior 
“apertado” da tripla-hélice afasta as cadeias polipeptídicas 
na região das substituições, rompendo as ligações de hidro- 
gênio que poderiam, de outra forma, ligar o grupo N — H da 
cadeia principal de cada Ala (normalmente Gly) ao oxigênio 
carbonüico da Pro adjacente em uma cadeia vizinha. (Fig. 
8.34). Em vez disso, esses grupos de ligação de hidrogênio 
são ligados a moléculas de água que se insinuam no interior 
das partes distorcidas da estrutura. Distorções semelhantes 
ocorrem quase que certamente nos colágenos com mutações 
Gly — » X responsáveis por doenças como a osteogenesis im- 


N 



C 


Cadeia 1 Cadeia 2 Cadeia 3 Cadeia 1 

FIGURA 8.34 Estrutura distorcida em colágenos anor- 
mais. Este diagrama esquemático mostra interações de ligações 
de hidrogênio em porções que contêm Ala da estrutura por 
raios X de (Pro-Hyp-Gly) lu , nas quais a quinta Gly é substi- 
tuída por Ala. Esta projeção cilíndrica está no estilo da Fig. 

8.30. Observe como as cadeias laterais de Ala ( grandes esferas 
verdes ) distorcem a tripla-hélice, interrompendo as ligações 
de hidrogênio Gly NH- ■ -Pro O que ocorrem normalmente e 
substituindo-as por ligações de hidrogênio com a água. (Segun- 
do Bella, J., Eaton, M., Brodsky, B., e Berman, H.M., Science 
266,78 [1994].) 

perfecta. Tais mutações tendem a ser dominantes, pois afe- 
tam o dobramento da tripla-hélice ou a formação da fibrila, 
mesmo quando cadeias normais também fazem parte da 
tripla-hélice. Todas as mudanças de aminoácidos conheci- 
das dentro da região da tripla-hélice do colágeno do Tipo 
I resultam em anormalidades, indicando que a integridade 
estrutural da região é essencial para a função apropriada do 
colágeno. 

Muitos dos distúrbios do colágeno são caracterizados 
por deficiências na quantidade sintetizada de um determi- 
nado tipo de colágeno ou por atividades anormais das enzi- 
mas processadoras de colágeno, como a lisil-hidroxilase ou a 
lisil-oxidase. Um grupo de pelo menos 10 diferentes doenças 
com deficiência de colágeno, as síndromes de Ehlers-Danlos, 
é caracterizado pela hiperextensibilidade das articulações (na 
verdade, os ligamentos que as mantêm unidas) e da pele. Isso 
acontece porque esses tecidos também contêm uma grande 
quantidade de elastina, uma proteína com propriedades elás- 
ticas semelhantes à da borracha. Como consequência, a per- 
da da rigidez, normalmente conferida pelo colágeno, asso- 
ciada à presença da elastina resulta na hiperextensibilidade 
dos tecidos afetados. Várias doenças degenerativas exibem 
anormalidades do colágeno em diversos tecidos, incluindo a 
cartilagem na osteoartrite e as placas ateroscleróticas fibro- 
sas nas artérias humanas. 
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3 PROTEÍNAS GLOBULARES 

As proteínas globulares compreendem um grupo altamente 
diverso de substâncias que, nos seus estados nativos, existem 
como moléculas compactas em forma esférica. Enzimas são 
proteínas globulares, assim como são as proteínas de trans- 
porte e os receptores proteicos. Nesta seção, serão consi- 
deradas as estruturas secundárias de proteínas globulares. 
Entretanto, devido ao fato de que a maior parte do conheci- 
mento estrutural detalhado das proteínas e, em uma grande 
medida, de suas funções, resulta das determinações por cris- 
talografia por raios X de proteínas globulares e, mais recente- 
mente, das determinações por ressonância magnética (RM), 
esta seção será iniciada com uma discussão das potencialida- 
des e das limitações dessas técnicas poderosas. 

A. Interpretação das estruturas por ra/os x e por RM de 

proteínas 

A cristalografia por raios X é uma técnica que forma imagens 
diretas das moléculas. É preciso usar raios X para este fim 
porque, de acordo com os princípios ópticos, a imprecisão na 
localização de um objeto é aproximadamente igual ao com- 
primento de onda da radiação usada para observá-lo (as dis- 
tâncias das ligações covalentes e dos comprimentos de onda 
dos raios X usados em estudos estruturais são de 1,5 À; as 
moléculas não podem ser vistas individualmente sob a luz 
de microscópios porque o menor comprimento de onda da 
luz visível é de 4.000 Â). Contudo, não existe microscópio 
de raios X, porque não existem lentes de raios X. Em vez 



FIGURA 8.35 Fotografia da difração por raios X de um cris- 
tal da mioglobina da baleia cachalote. A intensidade do má- 
ximo de cada difração (intensidade dos pontos escuros) é uma 
função da densidade eletrônica do cristal da mioglobina. A 
fotografia contém uma pequena fração do total de informação 
de difração disponível de um cristal de mioglobina. (Cortesia 
de John Kendrew, Cambridge University, Reino Unido.) 


disso, um cristal da molécula a ser visualizada é exposto a um 
feixe paralelo de raios X e o padrão de difração resultante é 
registrado em um detector de radiação ou, hoje menos comu- 
mente, em filmes fotográficos (Fig. 8.35). Os raios X utiliza- 
dos nesses estudos estruturais são produzidos por laborató- 
rios geradores de raios X ou, cada vez mais, por síncrotrons, 
um tipo de acelerador de partículas que produz raios X de 
intensidade muito alta. As intensidades de difração máxi- 
ma (intensidade dos pontos escuros em um filme) são então 
usadas para construir matematicamente uma imagem tridi- 
mensional da estrutura do cristal por meio de métodos que 
estão além da intenção deste texto. A seguir, serão discutidos 
alguns dos principais problemas associados à interpretação 
da determinação da cristalografia por raios X de proteínas. 

Os raios X interagem quase que exclusivamente com os 
elétrons, não muito mais com os núcleos atômicos da maté- 
ria. Uma estrutura por raios X é, portanto, uma imagem da 
densidade eletrônica do objeto em estudo. Tais mapas de 
densidade eletrônica podem ser apresentados como uma sé- 
rie de seções paralelas por meio do objeto. Em cada seção, 
a densidade do elétron é representada por contornos (Fig. 
8.36a), da mesma forma pela qual a altitude é representada 
pelos contornos em um mapa topográfico. Uma pilha dessas 
seções, desenhada em transparências, produz um mapa de 
densidade eletrônica tridimensional (Fig. 8.366). Análises 
estruturais modernas, entretanto, são feitas com o auxílio 
de computadores que mostram graficamente esses mapas 
de densidade eletrônica contornados em três dimensões 
(Fig. 8.36c). 

a. A maioria das estruturas cristalinas de proteínas exibe 
resoluções menores do que resoluções atômicas 
As moléculas em cristais proteicos, assim como outras subs- 
tâncias cristalinas, são organizadas em “treliças” de três 
dimensões com repetições regulares. Cristais proteicos, en- 
tretanto, são diferentes da maioria dos cristais de moléculas 
orgânicas e inorgânicas pequenas por serem altamente hi- 
dratados; eles contêm normalmente 40 a 60% de água por 
volume. O solvente aquoso da cristalização é necessário para 
a integridade estrutural cristalina da proteína, como foi vis- 
to por J.D. Bernal e Dorothy Crowfoot Hodgkin em 1934, 
quando realizaram os primeiros estudos de cristalografia por 
raios X de proteínas. Isso porque a água é necessária para a 
integridade estrutural das proteínas nativas (Seção 8.4). 

O grande conteúdo de solvente nos cristais de proteína 
lhes confere uma consistência mole gelatinoide, de modo que 
suas moléculas frequentemente não possuem a organização 
rígida característica de cristais de moléculas pequenas, como, 
por exemplo, NaCl ou glicina. As moléculas em um cristal 
de proteína são geralmente desorganizadas em mais de um 
ângstrom, de modo que o mapa de densidade eletrônica cor- 
respondente não contém informações a respeito de detalhes 
estruturais de tamanhos menores. Diz-se, portanto, que o 
cristal tem um limite de resolução daquele tamanho. Os cris- 
tais de proteína têm limites de resolução geralmente na faixa 
de 1,5 a 3,0 Á, embora alguns sejam mais bem organizados 
(têm resolução mais alta, isto é, menor limite de resolução) e 
muitos sejam menos organizados (têm baixa resolução). 

Uma vez que um mapa de densidade eletrônica de uma 
proteína deve ser interpretado com relação a suas posi- 
ções atômicas, a exatidão e a praticabilidade da anáüse da 
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FIGURA 8.36 Mapas de densidade eletrônica de proteínas, (a) 

Uma seção por meio do mapa de densidade eletrônica de 2,0 A de 
resolução da mioglobina da baleia cachalote, que contém um grupo 
heme (em vermelho). O pico maior, no centro do mapa, representa 
o átomo Fe, eletronicamente denso. (Segundo Kendrew, J.C., Di- 
ckerson, R.E., Strandberg, B.E., Hart, R.G., Davies, D.R., Phillips, 
D.C., e Shore, V.C., Nature 185, 434 [1960].) (b) Uma porção do 

D 

mapa de densidade eletrônica de 2,4 A de resolução da mioglobina, 
construído a partir de uma pilha de transparências contornadas. 
Pontos foram colocados nas posições deduzidas para átomos que 
não sej am hidrogênio. O grupo heme é visto junto com os seus dois 
resíduos His associados e uma molécula de água, W. Uma hélice, 
também chamada de hélice E (Fig. 8.12), estende-se ao longo da 
base do mapa. Uma outra hélice, a hélice C, estende-se no plano 
do papel, acima, à direita. Observe o orifício ao longo de seu eixo. 
(Cortesia de John Kendrew, Cambridge University, Reino Unido.) 
(c) Uma fina secção por meio do mapa de densidade eletrônica 
de 1,5 A de resolução da 6-hidroximetil-7,8- di-hidropterina- 
-pirofosfocinase (que catalisa a primeira reação na biossíntese do 
ácido fólico; Seção 26.4D) de E.coli, contornado em três dimen- 
sões. Somente um único nível de contorno (em ciano) é mostrado, 
juntamente com um modelo atômico dos segmentos polipeptídicos 
correspondentes coloridos de acordo com o tipo de átomo (C em 
amarelo, O em vermelho e N em azul, com uma molécula de água 
representada por uma esfera vermelha). (Cortesia de Xinhua Ji, 
NCI-Ffederick Câncer Research and Development Center, Frede- 
rick, Maryland, EUA.) 



estrutura cristalina dependem do limite de resolução dessa 
estrutura. Sem dúvida, a capacidade de obtenção de cristais 
com resolução suficientemente alta é um importante fator 
limitante na determinação da estrutura de uma proteína ou 
outras macromoléculas por cristalografia por raios X. A Fig. 
8.37 indica como a qualidade (grau de foco) de um mapa de 
densidade eletrônica varia com o seu limite de resolução. A 
uma resolução de 6 Â, é difícil discernir a presença de uma 
macromolécula do tamanho da dicetopiperazina. A uma re- 
solução de 2,0 À, seus átomos individuais ainda não podem 


ser distinguidos, embora sua forma molecular tenha se torna- 
do razoavelmente evidente. A uma resolução de 1,5 Á, que 
corresponde à distância de uma ligação, os átomos indivi- 
duais tomam-se parcialmente visíveis. A uma resolução de 
1,1 Á, os átomos são claramente visíveis. 

A maioria das estruturas cristalinas de proteínas é muito 
mal resolvida pelos mapas de densidade eletrônica para reve- 
lar claramente as posições individuais dos átomos (p. ex., Fig. 
8.36). Contudo, a forma distinta do esqueleto polipeptídico 
normalmente permite que esta estrutura seja traçada, o que, 
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(a) 6,0 À de resolução (b) 2,0 À de resolução (c) 1,5 Â de resolução (d) 1,1 Á de resolução 



FIGURA 8.37 Seções por meio dos mapas de densidade eletrônica da dicetopiperazina calculadas nos níveis de resolução in- 
dicados. Os átomos de hidrogênio não estão aparentes neste mapa em razão das suas baixas densidades eletrônicas. (Segundo 
Hodgkin, D.C., Nature 188, 445 [1960].) 


por sua vez, permite que se possa deduzir as posições e orien- 
tações de suas cadeias laterais (p. ex., Fig. 8.37c). Porém, ca- 
deias laterais de tamanho e forma comparáveis, como aque- 
las de Leu, Ile e Thr, não podem ser sempre diferenciadas 
com um grau razoável de confiança (o átomo de hidrogênio, 
tendo apenas um elétron, é visível somente nas poucas es- 
truturas macromoleculares determinadas por raios X com 
limites de resolução menores que 1,2 Á), de forma que a 
estrutura da proteína não pode ser elucidada somente por 
seu mapa de densidade eletrônica. Em vez disso, a estrutura 
primária da proteína deve ser conhecida, permitindo assim 
que a sequência de resíduos de aminoácidos seja ajustada aos 
seus mapas de densidade eletrônica. Técnicas matemáticas 
podem, então, reduzir as indefinições nas posições atômicas 
de estruturas cristalinas para até 0,1 À (em contrapartida, os 
erros de posição das estruturas por raios X de moléculas pe- 
quenas determinadas mais acuradamente são tão pequenos 
quanto 0,001 À). 

b. A maioria das proteínas cristalinas mantém suas 
conformações nativas 

Qual é a relação entre a estrutura de uma proteína na for- 
ma cristalina e a estrutura dessa proteína em solução, onde 
normalmente funcionam as proteínas globulares? Várias evi- 
dências indicam que as proteínas cristalinas assumem quase a 
mesma estrutura que possuem quando em solução: 

1. Uma molécula de proteína em um cristal está essencial- 
mente em solução porque é banhada pelo solvente da cris- 
talização por toda sua superfície, com exceção de poucas, 
geralmente pequenas, regiões que fazem contato entre pro- 
teínas vizinhas. De fato, o conteúdo de 40 a 60% de água 
dos cristais de proteínas típicos é semelhante ao conteúdo de 
muitas células (p. ex., ver Fig. 1.13). 

2. Uma proteína pode ser cristalizada em uma de muitas 
formas ou “hábitos”, dependendo das condições de cristali- 
zação, que diferem em como as moléculas de proteínas são 
arranjadas no espaço em relação uma às outras. Em vários 
casos nos quais diferentes formas de cristais de uma mesma 
proteína têm sido analisadas independentemente, as molé- 
culas apresentam conformações praticamente idênticas. Da 
mesma maneira, nos vários casos em que a estrutura de uma 
mesma proteína foi determinada por cristalografia por raios 


X e por RM, as duas estruturas são, em grande parte, idên- 
ticas, dentro das condições experimentais de erro (ver a se- 
guir). Evidentemente, as forças de empacotamento no cristal 
não perturbam de forma significativa as estruturas molecula- 
res da proteína. 

3. A mais forte evidência de que as proteínas cristalinas 
têm estruturas biologicamente relevantes, no entanto, é a ob- 
servação de que muitas enzimas são cataliticamente ativas no 
seu estado cristalino. A atividade catalítica de uma enzima é 
muito sensível às orientações relativas dos grupos envolvi- 
dos nas ligações e catálises (Capítulo 15). Assim, as enzimas 
cristalinas ativas devem ter conformações que sejam muito 
parecidas com as suas conformações em solução. 

c. A determinação da estrutura de uma proteína por RM 
A determinação das estruturas tridimensionais de pequenas 
proteínas globulares em soluções aquosas tornou-se possível, 
desde meados dos anos de 1980, por meio do desenvolvimento 
da espectroscopia por RM bidimensional (2D) (e, mais recen- 
temente, de técnicas de 3D e 4D), em grande parte por Kurt 
Wüthrich. Tais medidas por RM, cuja descrição está além da 
abrangência deste livro, fornecem as distâncias interatômicas 
entre prótons específicos que estão afastados em menos de 
5 Á em uma proteína de sequência conhecida. As distâncias 
entre os prótons podem ser tanto espaciais, conforme deter- 
minado pela espectroscopia de efeito nuclear Overhauser 
(NOESY, Fig. 8.38a), ou das ligações, conforme determinado 
pela espectroscopia de correlação (COSY). Essas distâncias, 
juntamente com restrições espaciais, como distâncias e ângu- 
los de ligações co valentes, planar idade de grupo, quiralidade 
e raios de van der Waals, são usadas para compor a estrutura 
tridimensional das proteínas. Entretanto, uma vez que as me- 
didas das distâncias entre os prótons são imprecisas, elas são 
insuficientes para implicar em uma estrutura única. Elas são, 
na verdade, compatíveis com um conjunto de estruturas mui- 
to semelhantes. Como consequência, a estrutura por RM de 
uma proteína (ou de qualquer outra molécula que tenha uma 
estrutura bem-definida) frequentemente é mostrada como re- 
presentante de estruturas compatíveis com as restrições obser- 
vadas (p. ex., Fig. 8.38b). A “justeza” de um conjunto dessas 
estruturas é indicativa tanto da precisão com que a estrutura é 
conhecida (que nos casos mais favoráveis é aproximadamente 
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comparável àquela obtida por cristalografia por raios X com 
uma resolução de 2 a 2,5 Á), quanto das flutuações conforma- 
cionais experienciadas pela proteína (Seção 9.4). Embora os 
métodos atuais de RM restrinjam-se à determinação de estru- 
turas de macromoléculas com massas moleculares não maio- 
res que —100 kDa, avanços na tecnologia de RM sugerem que 
esse limite pode aumentar para —1.000 kDa ou mais. 

Na maioria dos casos em que as estruturas por RM e por 
cristalografia por raios X de uma dada proteína tenham sido 
determinadas, as diferenças apresentadas são pouco signi- 
ficativas. Há, entretanto, alguns exemplos nos quais serão 
vistas diferenças reais entre os dois tipos de determinação. 
Na maioria das vezes, elas envolvem resíduos de superfície, 
que, no cristal, participam de contatos intermoleculares e 
são, portanto, perturbados nas suas conformações em solu- 
ção. Os métodos por RM, além de fornecer uma checagem 
mútua com técnicas de determinação por raios X, podem de- 
terminar a estrutura de proteínas e outras macromoléculas 


FIGURA 8.38 A estrutura 2D de proteínas por RM, (a) O 

espectro NOESY de uma proteína apresentado na forma de 
um gráfico de contorno com dois eixos de frequência, w t e w 2 . 

O espectro de RM 1D convencional da proteína, que ocorre ao 
longo da diagonal do gráfico (tOj = íú 2 ), está congestionado com 
picos para poder ser interpretado diretamente (mesmo uma 
pequena proteína tem centenas de prótons). Os picos fora da 
diagonal, os chamados picos cruzados, surgem da interação de 
dois prótons que estão afastados por menos de 5 A no espaço 
e cujos picos de RM 1D estão localizados onde as linhas hori- 
zontais e verticais interseptam a diagonal (um efeito nuclear 
de Overhouser [NOE, de nuclear overhauser effect ]). A linha 
à esquerda do espectro, por exemplo, representa a cadeia po- 
Iipeptídica estendida, com as extremidades N e C-terminais 
identificadas pelas letras N e C, e com as posições de quatro 
prótons, a até d, representadas por pequenos círculos. As setas 
tracejadas indicam os picos da diagonal da RM originados por 
esses prótons. Picos cruzados, como i, j e k, localizados nas 
intersecções das linhas horizontal e vertical, por meio de dois 
picos da diagonal, são indicativos de um NOE entre os dois 
prótons correspondentes, indicando que estão menos afastados 
do que 5 A. As relações de distância estão esquematicamente 
indicadas pelas três estruturas em alça desenhadas abaixo do 
espectro. Nota-se que a indicação da relação de distância entre 
dois prótons de um polipeptídeo requer que os picos de RM 
originados por eles e as suas posições no polipeptídeo sejam co- 
nhecidos, portanto a sequência de aminoácidos do polipeptídeo 
precisa ter sido determinada previamente. (Segundo Wüthrich, 
K., Science 243, 45 [1989].) (b) A estrutura determinada por 
RM de um polipeptídeo com 64 resíduos que inclui o domínio 
SH3 da proteína Src (Seção 19.3C). O desenho representa 20 
estruturas sobrepostas que são compatíveis com o espectro de 
RM 2D e 3D da proteína (cada um deles calculado a partir de 
uma diferente estrutura inicial gerada ao acaso). O esqueleto 
polipeptídico, representado pelos seus átomos de C conectados, 
está em branco, e as cadeias laterais Phe, Tyr e Trp estão em 
amarelo, vermelho e azul, respectivamente. Pode-se observar 
que o esqueleto polipeptídico dobra-se em duas folhas antipa- 
ralelas de três fitas, que formam um sanduíche. (Cortesia de 
Stuart Schreiber, Harvard University, EUA.) 


que não cristalizam. Além disso, uma vez que a RM pode in- 
vestigar movimentos sobre escalas de tempo que variam em 
10 ordens de magnitude, ela pode ser usada para estudar o 
dobramento e a dinâmica de proteínas (Capítulo 9). 

d. As estruturas moleculares de proteínas são mais bem 
ilustradas na forma simplificada 
As várias centenas de átomos, com exceção do hidrogênio, de 
uma proteína, mesmo que pequena, tornam a compreensão 
dos detalhes de uma estrutura proteica um esforço considerá- 
vel. Esta complexidade faz da construção de um esqueleto ou 
de um modelo de esferas e bastões de uma proteína uma tare- 
fa que consome tanto tempo que estes modelos raramente são 
disponíveis. Além disso, o desenho de uma proteína mostran- 
do todos seus átomos que não hidrogênio (p. ex., Fig. 8.39o) é 
muito complicado para que possa ser útil. Para que se torne 
inteligível, um desenho de proteínas deve ser seletivamente 
simplificado. Uma maneira de fazê-lo é representar o esque- 
leto peptídico somente por seus átomos de C a (seu esqueleto 
de CJ e mostrar apenas algumas cadeias laterais importantes 
(p. ex., Fig. 8.39b). Um nível subsequente de abstração pode 
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FIGURA 8.39 Representação das estruturas por raios X da 
mioglobina da baleia cachalote, (a) A proteína e seus grupos 
heme ligados estão desenhados na forma de bastões, eom os 
átomos de C da proteína em verde, os átomos de C do heme 
em vermelho, os de N em azul e os de O em vermelho. O Fe e 
suas moléculas de água ligadas estão mostrados como esferas 
cor de laranja e cinza, e as ligações de hidrogênio, em cinza. 
Nesta pintura única da primeira estrutura proteica conhecida, 
o artista utilizou “distorções criativas” para enfatizar as carac- 
terísticas da estrutura da proteína, principalmente as hélices a. 
(b) Diagrama no qual a proteína é representada pelo esqueleto 
de C, gerado por computador, com seus átomos de C u , repre- 
sentados por esferas, numerados consecutivamente a partir do 
N-terminal. A cadeia polipeptídica de 153 resíduos é dobrada 
em 8 hélices a (marcadas aqui com envelopes feitos à mão), 
designadas de A a H, conectadas por pequenos polipeptídeos. 
O grupo heme (em roxo, com o átomo de Fe representado por 
uma esfera vermelha), complexado com uma molécula de água 
(esfera cor de laranja), é mostrado junto com as duas cadeias 
laterais, intimamente associadas, de His (em azul). Uma das ca- 
deias laterais do ácido propiônico do grupo heme foi removida 
para ficar mais claro. Os átomos de hidrogênio não são visíveis 
na estrutura por raios X. (c) Um desenho gerado por computa- 
dor em uma orientação semelhante àquela em b, enfatizando 
a estrutura secundária da proteína. Aqui as hélices estão em 
verde e as regiões de conformação enrolada que interferem 
estão em amarelo. O grupo heme, com suas moléculas de 0 2 
e suas duas cadeias laterais His associadas, está representado 
na forma de esferas e bastões, com C em magenta, N em azul, 

O em vermelho e Fe em cor de laranja. (As Partes a e b foram 
baseadas nas estruturas por raios X determinadas por John 
Kendrew, MRC Laboratory of Molecular Biology, Cambrigde, 
Reino Unido. PDBid 1MBN. [Ilustração, Irving Geis. Imagem 
da coleção de Irving Geis, Howard Hughes Medicai Institute, 
EUA. Figura impressa com permissão.] A Parte c é baseada na 
estrutura por raios X determinada por Simon Phillips, Univer- 
sity of Leeds, Reino Unido. PDBid 1MBO.) Ver Exercício de 
cineimagem 6.1 


ser obtido representando a proteína de forma a enfatizar sua 
estrutura secundária (p. ex., Figs. 8.39c e 8.19). Desenhos fei- 
tos no computador com modelos de volume atômico, como as 
Figs. 8.12 e 8.18, também podem ser utilizados para ilustrar 
certas características da estrutura das proteínas. Entretanto, a 
maneira mais instrutiva de examinar a estrutura de uma ma- 
cromolécula é por meio do uso de programas gráficos interati- 
vos. O uso desses programas é discutido na Seção 8.3Cc. 

B. Estrutura terciária 

A estrutura terciária de uma proteína é a sua conformação 
tridimensional; isto é, o dobramento dos elementos de sua es- 
trutura secundária, juntamente com as disposições espaciais 
de suas cadeias laterais. A primeira estrutura de proteína 
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obtida por raios X, a da mioglobina da baleia cachalote, foi 
elucidada por John Kendrew e coautores no final da década 
de 1950. Sua cadeia polipeptídica segue um caminho tortuoso 
(Fig. 8.39), e esses pesquisadores mostraram seu desaponta- 
mento ao verificar a falta de regularidade. Nos anos seguintes, 
70.000 estruturas proteicas foram relatadas. Cada uma delas é 
uma entidade única e altamente complexa. Apesar disso, suas 
características terciárias contêm pontos em comum notáveis, 
como será visto a seguir. 

a. As proteínas globulares podem conter hélices a e folhas (3 
Os principais tipos de elementos com estrutura secundária, 
as hélices a e as folhas p pregueadas, ocorrem normalmente 
em proteínas globulares, mas variam em proporções e com- 
binações. Algumas proteínas, como a mioglobina, consistem 
apenas em hélices a atravessadas por conexões curtas que 
possuem conformações enroladas (Fig. 8.39). Outras, como a 
concanavalina A, possuem uma grande proporção de folhas 
p, mas são desprovidas de hélices a (Fig. 8.40). A maior par- 
te das proteínas, entretanto, têm quantidades significativas 
dos dois tipos de estrutura secundária (em média, —31% de 
hélices a e —28% de folhas p, com praticamente todo seu 
núcleo interior arranjado dessa forma). A anidrase carbôni- 
ca humana (Fig. 8.41), assim como a carboxipeptidase A e 
a triose-fosfato-isomerase (Fig. 8.19), são exemplos de tais 
proteínas. 



FIGURA 8.40 Estrutura por raios X da proteína concanava- 
lina A do feijão-de-porco. Esta proteína consiste amplamente 
em folhas p pregueadas antiparalelas, aqui representadas por 
flechas planas apontando para a extremidade C-terminal da 
cadeia polipeptídica. A cadeia polipeptídica está colorida na 
ordem do arco-íris a partir de seu N-terminal (azul) para seu 
C-terminal (vermelho). As esferas representam os íons Ma" 
(magenta) e Ca 2 * (ciano) ligados à proteína. A folha da frente 
está mostrada em modelo de volume atômico na Fig. 8.18, mas 
vista a partir do lado oposto como visto aqui. (Com base na es- 
trutura por raios X determinada por George Reeke, Jr., Joseph 
Becker e Gerald Edelman, The Rockefeller University, EUA. 
PDBid 2CNA.) 


b. A localização das cadeias laterais varia com a polaridade 
As estruturas primárias das proteínas globulares em geral 
não possuem as sequências de repetição ou pseudorrepeti- 
ção responsáveis pela conformação regular das proteínas 
fibrosas. As cadeias laterais dos amino ácidos em proteínas 
globulares são, porém, distribuídas espacialmente de acordo 
com as suas polaridades: 

1. Os resíduos apoiares Vai, Leu, Ile, Met e Phe ocorrem em 
grande quantidade no interior de uma proteína, sem contato 
com o solvente aquoso. As interações hidrofóbicas que pro- 
movem essa distribuição, que são em grande parte respon- 
sáveis pelas estruturas tridimensionais das proteínas nativas, 
serão discutidas mais adiante, na Seção 8.4C. 

2. Os resíduos polares carregados Arg, His, Lys, Asp e Glu 
localizam-se, em sua maior parte, na superfície de uma pro- 
teína, em contato com o solvente aquoso. Isso ocorre porque 
a imersão de um íon no interior anidro de uma proteína re- 
sulta em uma perda não compensada de grande parte de sua 
energia de hidratação. Nos casos em que esses grupos estão 
no interior da proteína, frequentemente há uma função quí- 
mica especial, como, por exemplo, promover uma catálise ou 
participar de uma ligação com um íon metálico (p. ex., os re- 
síduos de His que ligam íons metálicos nas Figs. 8.39 e 8.41). 

3. Os grupos polares não carregados Ser, Thr, Asn, Gin, 
Tyr e Trp estão normalmente na superfície da proteína, mas 



FIGURA 8.41 Estrutura por raios X da anidrase carbônica 
humana. O esqueleto da cadeia polipeptídica está representa- 
do na forma de fitas, colorido na ordem do arco-íris a partir de 
seu N-terminal (azul) ao seu C-terminal (vermelho). A esfera 
roxa no centro representa um íon Zn 2 1 que está coordenado 
pelas cadeias laterais de três His na forma de bastão colorido 
com o átomo de C em amarelo e de N em azul. Observa-se que 
a extremidade C-terminal passa por baixo de uma alça que dá 
uma volta na cadeia polipeptídica, de forma que a anidrase car- 
bônica é uma das raras proteínas nativas na qual a cadeia po- 
lipeptídica forma um laço. (Com base na estrutura por raios X 
determinada por T. Alwyn Jones, Uppsala University, Uppsala, 
Suécia. PDBid 2CAB.) Ver Exercício interativo 3 
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FIGURA 8.42 Estrutura por raios X do citocromo c do coração de cavalo. A proteína {em azul) é iluminada pelo átomo de Fe do 
seu grupo heme (em cor de laranja). Na Parte a, as cadeias laterais hidrofóbicas estão em vermelho, e na Parte b, as cadeias laterais 
hidrofüicas estão em verde. (Com base na estrutura por raios X determinada por Richard Dickerson, U CLA, EUA; Ilustração, 
Irving Geis. Imagem da coleção de Irving Geis, Howard Hughes Medicai Institute, EUA. Figura impressa com permissão.) Ver 

Exercício de cineimagem 5 e Exercício interativo 4 


ocorrem com frequência no interior da molécula. Neste últi- 
mo caso, esses resíduos estão quase sempre ligados por liga- 
ções de hidrogênio a outros grupos na proteína. Na verdade, 
quase todo doador de ligações de hidrogênio interno forma 
ligações de hidrogênio com grupos aceptores internos; isto é, 
a formação de uma ligação de hidrogênio “neutraliza” a sua 
polaridade. 

Uma distribuição de cadeias laterais como essa é vista 
claramente na Fig. 8.42, que mostra a estrutura por raios X 
do citocromo c. Esse arranjo é visto também na Fig. 8.43, que 
mostra as exposições na superfície e no interior das cadeias 
laterais dos aminoácidos da hélice H da mioglobina, e na Fig. 
8.44, que mostra uma das folhas 6 pregueadas antiparalelas 
da concanavalina A. 

c. Os núcleos das proteínas globulares estão organizados 
de maneira eficiente com suas cadeias laterais em 
conformações mais frouxas 

As proteínas globulares são muito compactas; há pouco es- 
paço no interior delas, de modo que praticamente não há 
água. O arranjo semelhante ao das micelas de suas cadeias 
laterais (grupos polares do lado externo, grupos apoiares do 
lado interno) permitiu que fossem descritas como “gotas de 
óleo com cobertura polar”. Esta generalização, embora pi- 
toresca, não é precisa. A densidade de empacotamento (ra- 


zão do volume envolto pelos envelopes de van der Waals dos 
átomos em uma região em relação ao volume total da região) 
de regiões internas de proteínas globulares é de —0,75, que 
está na mesma faixa dos cristais moleculares de moléculas 
orgânicas pequenas. Em comparação, esferas densas de mes- 
mo tamanho têm uma densidade de empacotamento de 0,74, 
enquanto líquidos orgânicos (gotas de óleo) têm densidades 
de empacotamento que estão, em sua maioria, entre 0,60 e 
0,70, O interior de uma proteína é, então , mais semelhante a 
um cristal molecular do que a uma gota de óleo; ou seja, ela ê 
de maneira eficiente empacotada. 

As ligações das cadeias laterais das proteínas, incluindo 
aquelas que ocupam o núcleo das proteínas, quase que inva- 
riavelmente possuem ângulos de torção não coincidentes de 
baixa energia (Fig. 8.5a). Evidentemente, cadeias laterais no 
interior adotam conformações mais frouxas, apesar da profu- 
são de interações intramoleculares (Seção 8.4). 

d. Grandes peptídeos formam domínios 
As cadeias polipeptídicas que consistem em mais de —200 
resíduos normalmente se dobram em dois ou mais agregados 
globulares, conhecidos como domínios, os quais, frequen- 
temente, conferem a essas proteínas uma aparência bi- ou 
multilobular. A maioria dos domínios consiste em 100 a 200 
resíduos de aminoácidos e tem um diâmetro médio de 25 À. 
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Cada subunidade da enzima gliceraldeído-3-fosfato-desidro- 
genase, por exemplo, contém dois domínios distintos (Fig. 
8.45). Uma cadeia polipeptídica vagueia para frente e para 
trás dentro de um domínio, mas domínios vizinhos são nor- 
malmente conectados por um ou, menos comumente, por 
dois segmentos polipeptídicos. Os domínios são, portanto, 
unidades estruturalmente independentes, tendo, cada um, as 
características de uma proteína globular pequena. De fato, 
proteólises limitadas em uma proteína multidomínio fre- 
quentemente liberam seus domínios sem grandes alterações 
em suas estruturas ou atividades enzimãticas. Entretanto, 
a estrutura de um domínio de uma proteína nem sempre é 
óbvia, uma vez que seus domínios podem fazer contatos tão 
extensos entre si que fazem com que a proteína se assemelhe 
a uma única entidade globular. 

Uma inspeção das várias estruturas proteicas diagra- 
madas neste capítulo revela que os domínios consistem em 


FIGURA 8.43 A hélice H da mioglobina da baleia cachalo- 
te. (a) Uma representação circular helicoidal na qual as posi- 
ções das cadeias laterais estão projetadas ao longo do eixo da 
hélice a, sobre um plano. Cada resíduo é identificado de acordo 
com a sua sequência na cadeia polipeptídica e com a sua ordem 
na hélice H. Os resíduos que revestem o lado da hélice voltado 
para as regiões interiores da proteína são todos apoiares ( cor 
de laranja). Os outros resíduos, com exceção da Leu 137, que 
contata o segmento da proteína que liga as hélices E e F (Fig. 
8.39b), estão expostos ao solvente e são mais ou menos polares 
(em roxo). ( b ) Um modelo de bastão, visto como em (a), no 
qual o esqueleto polipeptídico está em cinza, as cadeias laterais 
apoiares estão em cor de laranja, e as cadeias laterais polares 
estão em púrpura, (c) Modelo de volume atômico, visto a partir 
de baixo da parte b de forma que o eixo da hélice é vertical e 
colorido como na Parte b. (Partes b e c com base na estrutura 
por raios X determinada por lime Schlichting, Max Planck Ins- 
tituí für Molekulare Physiologie, Dortmund, Alemanha. PDBid 
1 A6M) Ver Exercício de cineimagem 3.2 para outro exemplo 

duas ou mais camadas de elementos de estrutura secundária. 
A razão para isso é simples: ao menos duas dessas camadas 
são necessárias para proteger o núcleo hidrofóbico de um 
domínio do ambiente aquoso. 

Os domínios frequentemente têm uma função específica, 
como a ligação de uma pequena molécula. Na Fig. 8.45, por 
exemplo, o dinucleotídeo nicotinamina adenina dinucleotí- 
deo (NAD + ) 


o 



NH, 


0=P — O — P — O — Ribose — Adenina 
0“ Cr 


Nicotinamina adenina dinucleotídeo (NAD*) 



Bioquímica 249 



FIGURA 8.44 Modelo de volume atômico de uma folha p 
antiparalela da concanavalina A. A folha p é mostrada pela 
lateral, com o interior da proteína (a superfície de uma segunda 
folha (3 antiparalela; Fig. 8.40) à direita e o exterior à esquerda. 
A cadeia principal está em cinza, as cadeias laterais apoiares, 
em cor de laranja, e as cadeias laterais polares, em roxo. 

Ver Exercício de cineimagem 3.3 

liga-se ao primeiro domínio da enzima gliceraldeído-3 -fos- 
fato -desidrogenase. Em proteínas com multidomínios, os sítios 
de ligação para pequenas moléculas frequentemente ocorrem 
em fendas entre os domínios; isto é, as pequenas moléculas 
estão ligadas por grupos de dois domínios. Essa configuração 
surge, em parte, da necessidade de uma interação flexível entre 
a proteína e a pequena molécula, que pode ser fornecida pela 
conexão relativamente maleável entre os domínios. 

e. As estruturas supersecundárias compõem os blocos 
construtores das proteínas 

Alguns grupos de elementos de estrutura secundária, chama- 
dos de estruturas supersecundárias ou motivos, ocorrem em 
muitas proteínas globulares não relacionadas: 

1. A forma mais comum de estrutura supersecundária é o 
motivo pap (Fig. 8.46o), que consiste em uma hélice <x que 
faz uma conexão cruzada para o lado direito entre duas fitas 
paralelas consecutivas de uma folha (3. 

2. Uma outra estrutura supersecundária comum, o motivo 
grampo p (Fig. 8.46b), consiste em uma folha p antiparalela 
formada por segmentos sucessivos de uma cadeia polipeptídica 
que está conectada por voltas reversas relativamente firmes. 

FIGURAS 8.46 Diagramas esquemáticos de estruturas super- 
secundárias. ( a ) Motivo pap, (b) motivo grampo p, (c) motivo 
aa e (d) motivo de chave grega, mostrando como ele é cons- 
truído a partir de um grampo p dobrado sobre si. 


PIGUR/l 8.45 Uma subunidade da enzima gliceraldeído-3- 
-fosfato desidrogenase de Bacillus stearothermophilus . O 

polipeptídeo se dobra em dois domínios distintos. O domínio 
N-terminal (azul claro, resíduos 1-146) liga NAD 1 (representa- 
do na forma de bastão com o átomo de C em verde, N em azul, 
O em vermelho e P em magenta) próximo às extremidades C- 
-terminais de suas fitas p paralelas, e o domínio C-terminal (cor 
de laranja, resíduos 148-333) liga o gliceraldeído-3-fosfato (não 
mostrado). (Segundo Biesecker, G., Harris, J.I., Thierry, J.C., 
Walker, J.E., e Wonacott, A., Naíure 266, 331 [1977].) 

Ver Exercício interativo 5 
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3. Em um motivo cta (Fig. 8.46c), duas hélices a antipara- 
lelas e sucessivas acondicionam-se uma contra a outra com 
os seus eixos inclinados de forma a permitir a interação entre 
suas cadeias laterais, tomando o encaixe eficiente. Tal asso- 
ciação energeticamente favorável estabiliza a conformação 
espiral enrolada da a-queratina (Seção 8.2A). 

4. No motivo de chave grega (Fig. 8.46c/; assim denomina- 
do por se assemelhar a um desenho ornamental eomumente 
usado na Grécia antiga), um grampo p é dobrado sobre si 
para formar uma folha p antiparalela de quatro fitas. Das 10 
maneiras possíveis de conexão entre as fitas de uma folha p 
antiparalela de quatro fitas, as duas que formam motivos de 


chave grega são, com certeza, as mais comuns em proteínas 
com estrutura conhecida. 

Os grupos de motivos podem se combinar em formas 
sobrepostas ou não, para formar a estrutura terciária de um 
domínio, que é então denominado padrão de dobramento 
ifold). 

O número de padrões de dobramento diferentes possí- 
veis poderia parecer ser ilimitado. Entretanto, ao se com- 
parar o grande número de estruturas proteicas conhecidas, 
revelou-se que poucos padrões de dobramento de proteínas 
são únicos ; ou seja, a maioria das proteínas de estrutura co- 
nhecida possui padrões de dobramento que também ocorrem 




FIGURA 8.47 Estruturas por raios X de proteínas de feixes de 4 hélices, (d) Citocromo b 562 de E. coli e (b) hormônio do cresci- 
mento humano. As proteínas estão representadas pelos seus esqueletos peptídicos, desenhados na forma de fitas coloridas na or- 
dem do arco-íris a partir do N-terminal (vermelho) para o C-terminal (azul). O grupo heme ligado ao citocromo b %2 está mostrado 
na forma de esferas e bastões, com C em magenta, N em azul, O em vermelho e Fe em cor de laranja. O desenho abaixo de cada 
diagrama em fita é um diagrama topológico que indica a conexão das hélices a em cada um dos feixes de 4 hélices. O citocromo b 562 
(106 resíduos) tem uma topologia acima- abaixo-acima-abaixo, enquanto o hormônio do crescimento humano (191 resíduos) tem 
uma topologia acima-acima-abaixo-abaixo. Nota-se que as hélices N-terminal e C-terminal do hormônio do crescimento humano 
são mais longas que suas duas outras hélices, de forma que, em uma das extremidades, as hélices mais longas assodam-se em um 
motivo cta. (Com base nas estruturas por raios X de \a] F. Scott Matthews, Washington University School of Medicine, EUA, e [h] 
Alexander Wlodawer, National Câncer Institute, Frederick, Maryland, EUA. PDBids \a\ 256B e [b] 1HGU.) 
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em proteínas não relacionadas. De fato, considerações teóri- 
cas sugerem que há menos de 8.000 padrões de dobramento 
que ocorrem naturalmente. Destes, —1.200 já foram observa- 
dos, com aproximadamente metade das proteínas de estrutu- 
ra conhecida pertencendo a apenas 20 grupos de padrões de 
dobramentos. 

Embora haja inúmeras maneiras nas quais as estrutu- 
ras de domínios possam ser classificadas (ver, p. ex., Seção 
8.3C), talvez a maneira mais simples seja classificá-las como 
domínios a (contendo elementos de estrutura secundária 
que sejam exclusivamente hélices a), domínios p (contendo 
somente folhas p), e domínios a/p (contendo tanto hélices a 
quanto folhas p). A categoria de domínios a/p pode ser pos- 
teriormente dividida em dois grupos principais: barris a/p e 
folhas p abertas. Nos parágrafos seguintes, serão descritos al- 
guns dos padrões de dobramento mais comuns em cada uma 
dessas categorias de domínios. 

f. Domínios a 

Já se conhece um padrão de dobramento que contém somente 
hélices a: o padrão de dobramento da globina, que contém 8 
hélices em duas camadas e ocorre na mioglobina (Fig. 8.39) e 
nas cadeias a e p da hemoglobina (Seção 10.2B). Em outro pa- 
drão de dobramento somente a comum, dois motivos aa com- 
binam-se para formar um feixe de 4 hélices, como ocorre, por 
exemplo, no citocromo (Fig. 8.47o, lado oposto). Nesse pa- 
drão de dobramento, as hélices estão inclinadas de forma que 
as cadeias laterais que se tocam se entrelaçam, ficando fora 
de contato com a solução aquosa que as circunda. Por conse- 
quência, são altamente hidrofóbicas. O feixe de 4 hélices é um 
padrão de dobramento relativamente comum que ocorre em 
várias proteínas. Entretanto, nem todas elas possuem a topo- 


logia (conectividade) para cima-para baixo-para cima-para 
baixo do citocromo b 56Z . O hormônio do crescimento huma- 
no, por exemplo, é um feixe de 4 hélices com uma topologia 
para cima-para cima-para baixo-para baixo (Fig. 8.476). As 
hélices paralelas sucessivas nesse padrão de dobramento es- 
tão necessariamente conectadas por alças mais longas do que 
aquelas que conectam hélices aníiparalelas sucessivas. 

Tipos diferentes de domínios a ocorrem nas proteínas 
transmembrana. Essas proteínas serão estudadas na Seção 
12.3 A. 

g. Domínios p 

Os domínios [3 contêm de 4 a mais de 10 fitas |3 predomi- 
nantemente antiparalelas, combinadas em duas folhas que 
se encostam umas nas outras formando um sanduíche p. O 
padrão de dobramento das imunoglobulinas (Fig. 8.48), por 
exemplo, que forma a estrutura de domínio básica da maio- 
ria das proteínas do sistema imune (Seção 35.2Be), consiste 
em uma folha p antiparalela de 4 fitas em contato face a face 
com uma folha p antiparalela de 3 fitas. Observa-se que as 
fitas nas duas folhas não são paralelas umas às outras, uma 
característica das folhas p empilhadas. As cadeias laterais 
entre duas folhas p empilhadas não estão em contato com o 
meio aquoso e, portanto, formam um núcleo hidrofóbico no 
domínio. Uma vez que resíduos sucessivos em uma fita p se 
estendem alternadamente para lados opostos da folha p (Fig. 
8,17), estes resíduos são ora hidrofóbicos, ora hidrofílicos. 

A curvatura inerente das folhas p (Seção 8.1C) seguida- 
mente faz folhas de mais de seis fitas se enrolarem em barris 
p. De fato, sanduíches p podem ser considerados barris p 
achatados. Vários tipos de topologia de barris p diferentes 
têm sido observados, e os mais comuns são: 



FIGURA 8.48 O padrão de dobramento das imunoglobulinas. A estrutura por raios X do domínio N-terminal do fragmento Fab 
New da imunoglobulina humana mostra o padrão de dobramento das imunoglobulinas. O esqueleto peptídico deste domínio de 
103 resíduos está esquematizado na forma de fita, colorido na ordem do arco-íris a partir do N-terminal (vermelho) para o C- ter- 
minal (azul) com suas fitas p representadas por setas planas apontando para o C-terminal. A direita está o diagrama topológico do 
padrão de dobramento das imunoglobulinas, mostrando a conectividade de suas folhas p antiparalelas de 4 e de 3 fitas empilhadas. 
(Com base na estrutura por raios X de Roberto Poljak, The Johns Hopkins School of Medicine, EUA. PDBid 7FAB.) 
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FÍGURA 8.49 Proteína de ligação ao retinol. Sua estrutura por raios X mostra seu barril (3 para cima e para baixo (resíduos 1-142 
desta proteína de 182 resíduos). Seu esqueleto peptídico está esquematizado na forma de fita, colorido na ordem do arco-íris a 
partir do N-terminal (vermelho) ao C-terminal (azul). Observa-se que cada fita (3 é ligada por uma pequena alça à fita adjacente no 
sentido horário, como pode ser visto de cima. A molécula de retinol ligada à proteína está representada por um modelo de esferas 
e bastões em cinza. A direita está o diagrama topológico da proteína. (Com base na estrutura por raios X de T. Alwyn Jones, Upp- 
sala University, Uppsala, Suécia. PDBid 1RBP.) 


1 O barril p para cima e para baixo, que consiste em 8 fi- 
tas p antiparalelas sucessivas configuradas como as ripas de 
um barril p. Um exemplo de barril p para cima e para baixo 
aparece na proteína de ligação ao retinol (Fig. 8.49), que atua 
no transporte do precursor do pigmento visual apoiar retinol 
(vitamina A) na corrente sanguínea: 



Retinol 

2. Um padrão de dobramento que consiste em dois motivos 
de chave grega, constituindo-se em um modo alternativo de 
conectar as fitas de um barril p de 8 fitas antiparalelas. A Fig. 
8.50 indica como dois motivos de chave grega no domínio 
C-terminal da proteína 7 -B-eristalina do cristalino estão ar- 
ranjados para formar um barril p. 

3. O barril rocambole (assim chamado por sua semelhan- 
ça com os rocamboles de uma confeitaria), no qual um 
grampo p de 4 segmentos é enrolado em um barril p de 
8 fitas antiparalelas com uma topologia distinta, como é 
mostrado na Fig. 8.51a. A estrutura por raios X da enzi- 
ma amidase F do peptídeo-A^-lA-acetil-p-D-glucosaminil) 
asparagina contém um domínio que consiste em um barril 
rocambole (Fig. 8.516). 


h. Barris a/p 

Nos domínios a/p, uma folha p central paralela ou mista é 
ladeada por hélices a. O barril a/p, diagramado na Fig. 8.196, 
é uma estrutura notavelmente regular, que consiste em 8 uni- 
dades pa em tandem (essencialmente 8 motivos pap sobre- 
postos) enroladas como hélices à direita, formando um barril 
p de 8 fitas paralelas interno concêntrico a um barril de 8 
hélices a externo. Cada fita está aproximadamente anlipara- 
lela à hélice a seguinte e todas se inclinam ao redor do mes- 
mo ângulo em relação ao eixo do barril. A Fig. 8.52 mostra 
a estrutura por raios X da triose- f o sfato- i so merase (TIM) de 
galinha, determinada por David Phillips, que é composta por 
um barril a/p. Essa é a primeira estrutura conhecida de um 
barril a/p, que é, portanto, também chamado de barril TIM. 

As cadeias laterais das hélices a apontam para o interior e 
se entrelaçam com as cadeias laterais das fitas p, que apontam 
para o exterior. Uma grande parte (—40%) dessas cadeias la- 
terais são aquelas das ramificações alifáticas dos resíduos de 
Ile, Leu e Vai. As cadeias laterais das fitas p, que apontam 
para o interior, tendem a ser volumosas e assim preenchem 
o núcleo do barril p (ao contrário da impressão que as Figs. 
8.196 e 8.52 podem fornecer, os barris a/p, com uma exceção 
conhecida, não possuem núcleos vazios). As cadeias laterais 
que preenchem os terminais dos barris estão em contato com 
o solvente e, portanto, tendem a ser polares, enquanto aque- 
las em seus centros estão fora de contato com o solvente, sen- 
do apoiares. Então, os barris a/p possuem quatro camadas 
de esqueleto polipeptídico intercaladas por regiões de cadeias 
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FIGURA 8.5C Estrutura por raios X do domínio C-terminal da 7 -B-cristaliiia bovina, (a) Diagrama topológico mostrando como 
seus dois motivos de chave grega estão combinados em um barril (3. Um motivo de chave grega (em vermelho ) é formado pelas fitas 
p de 1 a 4 e o outro (em azut) é formado pelas fitas p de 5 a 8. (Segundo Branden, C., e Tooze, J Introduction to Protein Structure 
(2nd ed.),p. 75, Garland [1999].) (b) O esqueleto peptídico de 83 resíduos mostrado na forma de fita. Os membros do par de fitas 
p antiparalelas em um motivo de chave grega estão da mesma cor, com a extremidade N-terminal de chave grega colorida em 
vermelho (fitas 1 e 4) e cor de laranja (fitas 2 e 3) e a extremidade C-terminal colorida em azul (5 e 8) e ciano (6 e 7). O domínio N- 
-terminal dessa proteína é quase que sobreposto ao seu domínio C-terminal. (Com base na estrutura por raios X de Tom Blundell, 
Birkbeck College, London, Reino Unido. PDBid 4GCR.) 



FIGURA 8.51 Estrutura por raios X da enzima amidase F do peptídeo-A^-OV-acetil-p-D-glucosaminiljasparagma de Flavobac- 
terium meningosepticum. (a) Diagrama indicando como um barril p de 8 fitas é formado pelo enrolamento de um grampo p de 4 
segmentos. O diagrama topológico do barril enrolado como um rocambole também é mostrado. (Segundo Branden, C., e Tooze, 

J., Introduction to Protein Structure [2nd ed.],p. 77-78, Garland [1999].) (b) Diagrama de fita do domínio formado pelos resíduos 
1 a 140 desta enzima de 314 resíduos. As duas fitas p em cada segmento de um grampo p estão da mesma cor, com as fitas 1 e 8 (as 
fitas N- e C- terminais) em vermelho, as fitas 2 e 7 em cor de laranja, as fitas 3 e 6 em ciano e as fitas 4 e 5 em azul. (Com base na es- 
trutura por raios X de Patrick Van Roey, New York State Department of Health, Albany, New York, EUA. PDBid 1PNG.) 
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FIGURA 8.52 A estrutura por raios X da enzima trios e-fosfa- 
ío-isomerasc (TÍM), de 247 resíduos, do músculo da galinha. A 

proteína é vista aproximadamente ao longo do eixo de seu 
barril a/p. O esqueleto peptídico é mostrado na forma de fitas, 
com suas unidades pa sucessivas coloridas, a partir da extre- 
midade N- para a C- terminal, na ordem das cores do arco-íris, 
do vermelho ao azul. A direita está o seu diagrama topológico 
(com as hélices a representadas por retângulos). Dois outros 
pontos de vistas dessa proteína estão representados nas Figuras 
8.196 e 8.19c. (Com base na estrutura por raios X de David 
Phillips, Oxford University, Reino Unido. PDBid 1TIM.) 

laterais hidrofóbicas. Tanto os domínios a quanto os domí- 
nios p consistem em duas camadas de esqueleto polipepfídico 
que fazem um sanduíche com o núcleo hidrofóbico. 

Cerca de 10% das estruturas de enzimas conhecidas con- 
têm um barril a/p, tornando-o o dobramento mais comum 
adotado pelas enzimas. Além disso, quase todas as proteínas 
em barril a/p são enzimas. Curiosamente, os sítios ativos de 
todas as enzimas em barril a/p conhecidas estão quase sem- 
pre localizados em bolsos em forma de funil, formados pelas 
alças que ligam o C-terminal das fitas p às hélices a que se 
sucedem, e portanto circundam a “boca” do barril p, um ar- 
ranjo que não tem uma razão estrutural óbvia. Assim, apesar 
da observação de que poucas proteínas em barril a/p exibem 
uma homologia de sequência significativa, foi postulado que 
todas descendem de um ancestral comum, sendo, portanto, 
relacionadas (distantemente) por evolução divergente. Por 
outro lado, foi argumentado que o barril a/p é estrutural- 
mente tão bem ajustado para os seus papéis enzim áticos 
que teria surgido independentemente em várias ocasiões, e, 
portanto, as enzimas a/p estariam relacionadas por evolução 
convergente (i.e., a natureza descobriu o mesmo dobramento 


em várias ocasiões). Evidências convincentes que reforcem 
um ou outro ponto de vista não foram encontradas, de modo 
que a natureza dessas relações evolutivas entre as enzimas 
em barril a/p permanece uma questão em aberto. 

i. Folhas p abertas 

Anteriormente foram encontrados exemplos de uma folha p 
aberta nas estruturas da carboxipeptidase A (Fig. 8.19a) e do 
domínio N-terminal da gliceraldeído-3-fosfato-desidrogenase 
(Fig. 8.45), Seus diagramas topológicos estão desenhados na 
Fig. 8.53. As estruturas por raios X e os diagramas topológi- 
cos de outras duas proteínas como essas, a enzima lactato- 
-desidrogenase (domínio N-terminal) e a adenüato-cinase, 
estão mostrados na Fig. 8.54. Tais dobramentos consistem em 
uma folha p central paralela ou mista ladeada em ambos os 
lados por hélices a que formam conexões cruzadas à direita 
entre fitas p paralelas consecutivas (Fig. 8.206). As fitas des- 
sas folhas p não seguem a ordem da sequência do peptídeo. 
Em vez disso, a folha p possui uma longa conexão cruzada 
que inverte a direção das seções seguintes da folha, virando-a 
de ponta-cabeça e colocando suas conexões heücoidais cru- 
zadas no lado oposto da folha, em comparação com aquelas 
da seção anterior (Fig. 8.55 i. Tais conformações são também 
conhecidas como folhas duplamente envoltas (em contraste 
com os barris a/p de uma só volta, cuj as hélices estão todas do 
mesmo lado de suas folhas p). Essas folhas duplamente envol- 
tas são formadas por três camadas de esqueleto polipeptídico 
interespaçadas por regiões de cadeias laterais hidrofóbicas 
(diferentemente das quatro camadas nos barris a/p e das duas 
nos domínios a e domínios p). Note que os dois tipos de do- 
mínios contendo folhas p paralelas são hidrofóbicos nos dois 
lados da folha, enquanto folhas antiparalelas são hidrofóbicas 
apenas em um lado. Essa estabilização adicional das folhas p 
paralelas provavelmente compensa a força reduzida das suas 
ligações de hidrogênio não lineares, relativas às ligações de 
hidrogênio lineares das folhas p antiparalelas (Fig. 8. 16) . 

Há poucas restrições geométricas no número de fitas em 
folhas p abertas; tem sido observado que elas contêm de 4 a 
10 fitas p, sendo a de 6 fitas p a forma mais comum. Uma vez 



FIGURA 8.53 Diagramas topológicos da (a) carboxipeptidase 
A e do (b) domínio N-terminal da gliceraldeído-3-fosf'ato desi- 
drogenase. As estruturas por raios X dessas proteínas estão 
diagramadas nas Figs. 8.19a e 8.45. As setas verticais pretas 
marcam os pontos de troca topológicos das proteínas. 
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FIGURA 8.54 Estruturas por raios X das enzimas que contêm folhas p abertas, (a) Domínio N-terminal (resíduos 20-163) da lac- 
tato-desidrogenase de cação (proteína de 330 resíduos) e (b) adenilato-cinase suína (195 resíduos). Os esqueletos peptídicos estão 
representados como diagramas de fitas, com as unidades sucessivas pa coloridas, a partir da extremidade N- para a C-terminal, na 
ordem das cores do arco-íris, do vermelho ao azul. Em (b), os elementos estruturais que não são componentes da folha |3 aberta es- 
tão em cinza. Os esquemas são diagramas topológicos dessas proteínas, com as setas verticais pretas marcando seus pontos de troca 
topológicos. (Com base na estrutura por raios X de [a] Michael Rossmann, Purdue University, EUA, e [b\ Georg Schulz, Institut 
für Organische Chemie und Biocheme, Freiburg, Alemanha. PDBids [a] 6LDH e [6] 3ADK.) 


que a posição onde a cadeia inverte sua direção de dobramen- 
to, o chamado ponto de troca topológico, pode ocorrer entre 
quaisquer hélice a e fita p consecutivas, as folhas duplamen- 
te envoltas podem ter diferentes dobramentos. Além disso, 
algumas fitas (3 podem seguir em uma direção antiparalela, 
produzindo folhas mistas (p. ex., a carboxipeptidase A; Figs. 
8.19a e 8.53a), e, em muitos casos, há mais de um ponto de 
troca topológico (p. ex., adenilato-cinase; Fig. 8.54b). 

A folha (3 aberta é a estrutura de domínio mais comum 
que ocorre nas proteínas globulares. Ademais, quase to- 
das as proteínas desse tipo são enzimas, muitas das quais 
se ligam a mono ou binucleotídeos. De fato, o dobramento 
exemplificado pela lactato-desidrogenase (LDH; Fig. 8.54a) 


FIGURí 8.55 Folhas duplamente envoltas, (a) Diagrama es- 
quemático de uma folha duplamente envolta, indicando como 
a longa conexão cruzada (em verde ) entre seus segmentos N- e 
C-terminais ( vermelho e azul) inverte a direção do segmento 
C-terminal da folha e coloca as conexões a-helicoidais cruzadas 
do outro lado da folha, (b) O diagrama topológico correspon- 
dente, com a seta vertical preta marcando o ponto de troca 
topológico. (Segundo Branden, C., e Tooze, J., Introduction to 
Protein Structure [2nd ed.],p. 49, Garland [1999].) 
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é conhecido como dobramento ligador de dinucleotídeo ou 
dobramento de Rossmann (em alusão a Michael Rossmann, 
que foi o primeiro a mostrar a sua importância). Isso porque 
unidades de mononucleotídeos normalmente são ligadas por 
unidades fktpotp, sendo que a LDH (que liga o dinucleotídeo 
NAD' 1 ’) tem duas. Em algumas proteínas, a segunda hélice ct 
da unidade pctfictp é substituída por uma extensão de poli- 
peptídeos não helicoidais. Isso ocorre, por exemplo, entre as 
fitas [35 e [36 da gliceraldeído-3-fosfato-desidrogenase (Figs. 
8.45 e 8.536), que também liga o NAD r 

No ponto de troca topológico de uma folha [3 aberta, as 
alças que emergem das extremidades C-terminais das fitas [3 
que ladeiam a folha vão para lados opostos desta, forman- 
do uma fenda entre elas. Em quase todas as mais de 100 es- 
truturas de enzimas que contêm folha [3 aberta conhecidas, 
como Carl-Ivar Brãndén observou, essa fenda forma ao me- 
nos parte do sítio ativo da enzima. Portanto, os sítios ativos 
tanto de enzimas em barril a/p quanto de enzimas em folha 
p aberta são formados por alças que partem da extremidade 
C-terminal das fitas p. Sítios ativos das enzimas que possuem 
outros tipos de domínio, por sua vez, não exibem regularida- 
des aparentes nas posições de seus sítios ativos. 

C. Bioinformática estrutural 

Na Seção 7.4 foi discutido o campo de pesquisa em rápido de- 
senvolvimento conhecido como Bioinformática, que se aplica 
a sequências de proteínas e ácidos nucleicos, isto é, como as 
sequências de alinhamento são determinadas e como as árvo- 
res füogenéticas são geradas. Um aspecto igualmente impor- 
tante da bioinformática, discutido a seguir, é como as estrutu- 
ras macromoleculares são mostradas e comparadas. 


a. O banco de dados das proteínas 

As coordenadas atômicas da maioria das estruturas ma- 
cromoleculares conhecidas estão arquivadas no Banco de 
Dados de Proteínas iPDB, de Protein Data Bank). De fato, 
a maioria das revistas científicas que publicam estruturas ma- 
cromoleculares requer que os seus autores depositem as co- 
ordenadas de suas estruturas neste Banco de Dados. O PDB 
contém as coordenadas atômicas de —70.000 estruturas ma- 
cromoleculares (proteínas, ácidos nucleicos e carboidratos, 
determinadas por técnicas de raios X e outras técnicas com 
base em difração, RM e microscopia eletrônica) e está cres- 
cendo exponencialmente a uma taxa atual de cerca de 7.500 
estruturas por ano. A página na internet do PDB (URL), a 
partir da qual estas coordenadas estão disponíveis ao público 
gratuitamente, está listada na Tabela 8.4. 

No PDB, à cada estrutura determinada independente- 
mente é atribuído um identificador de quatro caracteres úni- 
co (seu PDBid), no qual o primeiro caracter deve ser um dígi- 
to (1-9) e nenhuma distinção é feita entre letras maiusculas e 
minúsculas (p. ex., 1 MB O é o PDBid da estrut ura da mioglo- 
bina ilustrada na Fig. 8.39c, embora os PDBids não tenham 
necessariamente uma relação com o nome da macromolécula 
correspondente). Um arquivo de coordenadas inicia-se com 
informações que identificam e descrevem a macromolécula, 
a data em que o arquivo de coordenadas foi depositado, sua 
fonte (o organismo da qual ela foi obtida), o(s) autor (es) que 
determinou(aram) a estrutura e as referências -chave em re- 
vistas. O arquivo continua com uma sinopse de como a estru- 
tura foi determinada, juntamente com os indicadores de sua 
acurácia e informações que podem ser de ajuda para a sua 
interpretação, como a descrição de sua simetria e de resíduos 
que possam não ter sido observados. As sequências das várias 


TABELA 8.4 Endereços eletrônicos de bioinformática estrutural (URLs) 


Banco de Dados Estruturais 

Banco de Dados de Proteínas (PDB): http://www.rcsb.org/pdb/ 

Banco de Dados de Ácidos Nucleicos: http://ndbserver.rutgers.edu/NDB/ndb.html 

Banco de Dados de Modelagem Molecular (MMDB): http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/index.shtml 

Estruturas de RM mais Representativas em um Conjunto: http://www.ebi.ac.uk/msd-srv/olderado 

PISA ( Protein Interfaces, Surfaces and Assemb lies): http://www.ebi.ac.uk/msd-srv/prot_int/pistart.html 

Proteopedia: http://www.proteopedia.org 

Programas Gráficos Moleculares/Plug-ins 

Cn3D: http://www.ncbi.nhn.nih.gov/Structure/CN3D/cn3d.shtml 

First Glance: http : //molvis . sdsc. e du/f gij / 

Jmol: http ://jmol. sourceforge.net/ 

KiNG: http://kinemage.biochem.duke.edu/software/king.php 
Visualisador Swiss-Pdb: http://spdv.vital-it.ch 
Algoritmos de Classificação Estrutural 

CATH (classe, arquitetura, topologia e superfamílias homólogas): http://www.cathdb.info/index.html 
CE (extensão combinatória da via ideal): http://cl.sdsc.edu/ 

Pfam (protein families ): http://pfam.sanger.ac.uk/ or http://pfam.janelia.org/ 

SCOP (structural classification of proteins)'. http://scop.mrc-lmb.cam.ac.uk/scop/ 

VAST ( vector alignment search tool): http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/VAST/ 
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cadeias da estrutura são então listadas junto com as descri- 
ções e fórmulas de seus chamados grupos HET (para hete- 
rogêneo), que são entidades moleculares que não estão en- 
tre os aminoácidos ou resíduos de nucleotídeos “padrão” (p. 
ex., moléculas orgânicas como o grupo heme, resíduos pouco 
comuns como o Hyp, íons metálicos e moléculas de água li- 
gadas) . As posições dos elementos estruturais secundários e 
suas ligações dissulfeto são então fornecidas. 

O conteúdo de um arquivo PDB consiste em uma sé- 
rie de registros (linhas) ATOM (para resíduos “padrão”) e 
HET ATM (para heterogêneos), cada um dos quais fornecen- 
do as coordenadas para um átomo na estrutura. Um registro 
ATOM ou HETATM identifica seu átomo correspondente 
de acordo com o seu número de série (normalmente a sua se- 
quência na lista), nome do átomo (p. ex., C e O para os átomos 
C e O da carbonila de um resíduo de aminoácido e O, CA e 
CB para os átomos e C„, N 1 para o átomo N de uma base 
de ácido nucleico, C4* para o átomo C para um resíduo de 
uma ribose ou desoxirribose) , nome do resíduo (p. ex., PHE, 
G [para resíduo de guanosina], HEM [para o grupo heme], 
MG [para um íon Mg 2 ] e HOH [para a molécula de água]), 
identificador de cadeia (p. ex., A, B, C, etc., para estruturas 
que contêm mais de uma cadeia, se as cadeias forem ou não 
quimicamente idênticas) e o número da sequência de resíduos 
na cadeia. O registro continua com as coordenadas cartesianas 
(X, Y, Z) (ortogonais), em angstroms, dos átomos relativas a 
uma origem arbitrária, a ocupância do átomo (que é a fração 
de regiões que realmente contêm o átomo em questão, uma 
quantidade que é normalmente de 1,00, mas, para grupos que 
têm múltiplas conformações ou para moléculas/íons que estão 
apenas parcialmente ligadas a uma proteína, pode ser um nú- 
mero positivo menor que 1,00) e o seu fator de temperatura 
isotrópico (uma quantidade que é indicativa da movimenta- 
ção térmica do átomo, com grandes números denotando um 
maior grau de movimento). Os registros ATOM estão listados 
na ordem dos resíduos em uma cadeia. Para estruturas com 
base em RM, o arquivo PDB contém um registro completo de 
entradas ATOM e HETATM para cada membro do conjunto 
de estruturas que foram calculadas na resolução da estrutu- 
ra (Seção 8.3A; o membro mais representativo de uma dessas 
coordenadas pode ser obtido no endereço eletrônico http:// 
www.ebi.ac.uk/msd-srv/olderado). Os arquivos PDB normal- 
mente terminam com registros CONECT (de conectividade), 
que mostram conectividades não usuais entre ATOMs, como 
ligações dissulfeto e ligações de hidrogênio, assim como co- 
nectividades entre HETATMs.. 

Um determinado arquivo PDB pode ser localizado de 
acordo com o seu PDBid ou, se este é desconhecido, por meio 
de uma busca seguindo uma variedade de critérios, incluindo 
o nome da proteína, sua fonte, o(s) autor(es), palavras-chaves 
e/ou a técnica experimental usada para determinar a estru- 
tura. Ao selecionar uma macromolécula específica no PDB, 
aparece inicialmente uma página de Resumo de Estrutura 
(“ Summary Structure ”) com opções para ver a estrutura de 
forma interativa, para ver ou baixar o arquivo de coordena- 
das e para classificar ou analisar a estrutura em termos de 
suas propriedades geométricas e sequência (ver a seguir). 

b. O banco de dados de ácidos nuclelcos 
O Banco de Dados de Ácidos Nucleicos (NDB, de Nucleic 
Acid Database) arquiva as coordenadas atômicas de estru- 


turas que contêm ácidos nucleicos. Seus arquivos de coorde- 
nadas têm, substancialmente, o mesmo formato que os arqui- 
vos do PDB, local onde esta informação também é mantida. 
Entretanto, a organização e os algoritmos de procura do 
NDB são especializados em lidar com ácidos nucleicos. Isto 
é útil, em parte, porque muitos ácidos nucleicos de estruturas 
conhecidas são identificados somente por suas sequências, 
em vez de seus nomes, como são as proteínas (p. ex., a mio- 
globina) , e, como consequência, poderiam facilmente passar 
despercebidos em uma procura pelo PDB. 

c. Observando estruturas macromoleculares em três 
dimensões 

A melhor maneira de examinar uma estrutura macromolecular 
é pelo uso de programas gráficos moleculares que permitem 
ao usuário fazer rotações interativas de uma macromolécula e, 
assim, perceber a sua estrutura tridimensional. Essa percepção 
pode ser ampliada pela observação da macromolécula em ima- 
gem estérea. A maior parte dos programas gráficos usam como 
entrada arquivos PDB. Os programas descritos aqui podem 
ser obtidos nos endereços eletrônicos listados na Tabela 8.4, 
alguns dos quais também fornecem instruções de uso. 

O Jmol, que funciona tanto como um aplicativo com base 
em navegadores da internet como um programa autônomo, 
permite ao usuário mostrar macromoléculas selecionadas 
pelo usuário em uma variedade de cores e formatos (p. ex., 
esferas e bastões, esqueleto carbônico, estrutura em fio, mo- 
delo de volume atômico e fita). Todos os Exercícios interati- 
vos no website que acompanha este livro-texto (http://wiley. 
com/ college/voet/) usam Jmol (esse endereço eletrônico con- 
tém um tutorial sobre o Jmol). O FirstGlance usa o Jmol para 
mostrar macromoléculas por meio de uma interface acessível 
ao usuário. KiNG, que também tem as versões com base em 
navegadores da internet e autônomas, apresenta as chama- 
das Cineimagens no endereço eletrônico que acompanha este 
livro-texto. O KiNG fornece um ambiente para o usuário em 
geral, mais direcionado ao autor do que o Jmol. As macro- 
moléculas podem ser apresentadas diretamente de suas pá- 
ginas correspondentes no PDB usando Jmol, KiNG e outros 
visualisadores. O Visualisador Swiss-Pdb (também chamado 
DeepView , além de apresentar as estruturas das moléculas, 
fornece ferramentas para construir modelos básicos, mode- 
lagem por homologia, minimização de energia e alinhamen- 
to de múltiplas sequências. Uma vantagem do Visualisador 
Swiss-PDB é que ele permite aos usuários sobrepor facilmen- 
te dois ou mais modelos. A Protopedia é uma enciclopédia 
interativa de proteínas e de outras macromoléculas, em 3D, 
semelhante a Wikipedia em que é o usuário quem edita. Ela 
usa principalmente o Jmol como visualisador. 

d. Classificação e comparação de estruturas 

A maioria das proteínas é estruturalmente relacionada a outras 
proteínas. De fato, como será visto na Seção 9.6, a evolução 
tende a conservar mais a estrutura das proteínas do que as suas 
sequências. As ferramentas computacionais descritas abai- 
xo facilitam a classificação e a comparação das estruturas de 
proteínas. Tais ferramentas podem ser acessadas diretamente 
em seus endereços eletrônicos na internet (Tabela 8.4) e, em 
alguns casos, acessadas diretamente do PDB. Estudos usando 
esses programas permitem observações funcionais, revelam 
relacionamentos evolucionários distantes que não são aparen- 
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tes a partir de comparações de sequências (Seção 7.4B), geram 
bibliotecas de padrões de dobramento únicos ( folds ) para a 
predição de estruturas e proveem indicações de por que certos 
tipos de estruturas são preferidas em vez de outras. 

1. CATH (Classe, Arquitetura, Topologia e superfamílias 
Homólogas), como seu nome sugere, categoriza proteínas em 
uma hierarquia estrutural de quatro níveis. (1) “Classe”, o ní- 
vel mais alto, coloca a proteína selecionada em uma das qua- 
tro categorias de estrutura secundária bruta: Principalmente 
a, Principalmente |3, a/p (possuindo tanto hélices a quanto 
folhas p) e Poucas Estruturas Secundárias (Few Secondary 
Structures). (2) “Arquitetura” é a descrição do arranjo bru- 
to da estrutura secundária, independente da topologia. (3) 
“Topologia” indica tanto a forma global como a conectivida- 
de das estruturas secundárias da proteína. (4) “Superfamílias 
Homólogas” são aquelas proteínas de estrutura conhecida 
que são homólogas (possuem um ancestral comum) à pro- 
teína selecionada. Para 1 MB O (a mioglobina da baleia ca- 
chalote), a classificação CATH é Classe (C): Principalmente 
a; Arquitetura (A): feixe ortogonal; Topologia (T): tipo glo- 
bina; e superfamília Homóloga (H): globina. O CATH per- 
mite ao usuário navegar para cima e para baixo nas várias 
hierarquias e assim compará-las estruturalmente. 

2. CE (Extensão Combinatória [ Combinaíorial Extension ] 
da via ideal) procura todas as proteínas no PDB que podem 
ser alinhadas estruturalmente com a estrutura em questão 
dentro do critério geométrico especificado pelo usuário. As 
sequências de aminoácidos dessas proteínas também podem 
ser alinhadas com base neste alinhamento estrutural em vez 
do alinhamento das sequências (Seção 7.4B). As proteínas 
estruturalmente alinhadas podem ser observadas simulta- 
neamente por um aplicativo lava chamado Compare3D, que 
mostra tanto os esqueletos de C Q alinhados, assim como as 
sequências estruturalmente alinhadas. A CE pode, da mes- 
ma forma, alinhar e mostrar duas estruturas selecionadas 
pelo usuário. As coordenadas atômicas das estruturas ali- 
nhadas podem também ser baixadas no formato PDB para 
serem usadas em outros programas, como Jmol e KiNG. 

3. Pfam (de Protein family; família proteica) é uma base de 
dados de aproximadamente 11.000 alinhamentos de múltiplas 
sequências de domínios proteicos (chamados famílias Pfam) . 
Usando Pfam, o usuário pode analisar uma proteína para uma 
combinação Pfam (74% das proteínas possuem pelo menos 
uma combinação no Pfam), observar as anotações e alinhamen- 
tos das famílias Pfam, determinar a organização em domínio 
de uma proteína a partir de sua sequência ou sua estrutura, en- 
contrar grupos de famílias Pfam relacionados (chamdos dans), 
examinar a árvore filogenética de uma família Pfam, e acessar a 
ocorrência de um domínio proteico em diferentes espécies. 

4. SCOP (Classificação Estrutural de Proteínas - Structural 
Oassification Of Troteins) classifica estruturas de proteínas 
com base, principalmente, em considerações topológicas ge- 
radas manualmente de acordo com uma hierarquia de 6 ní- 
veis: Classe (Toda-a, Toda-p, a/p [tendo hélices a e fitas p 
que sej am muito intercaladas] , a + p [tendo hélices a e fitas 
p que sejam amplamente separadas] e Multidomínios [tendo 
domínios de classes diferentes]), Dobramento (grupos que 
possuem arranjos similares de elementos da estrutura secun- 
dária), Superfamília (indicativo de relações evolucionárias 
distantes com base em critérios estruturais e características 


funcionais), Família (indicativo de relações evolucionárias 
próximas com base tanto na sequência como na estrutura). 
Proteínas e Espécies. Para 1 MBO, a classificação é Classe: 
Toda-a; Modelo: tipo globina; Superfamília: tipo globina; 
Família: globinas; Proteína: mioglobina; e Espécie: baleia 
cachalote (Physeter catodon). A SCOP permite ao usuário 
navegar por sua organização hierárquica semelhante a uma 
árvore e lista os membros conhecidos de qualquer ramo em 
particular. Dessa forma, com a proteína 1 MBO a SCOP 
mostra uma lista de 174 estruturas no PDB que contêm a 
mioglobina da baleia cachalote (uma das proteínas mais es- 
tudadas estruturalmente) . 

5. VAST (Ferramenta de Busca por Vetor de Alinhamento 
- Vector Alignment Search Tool), um componente do 
sistema Entrez do National Center for Biotechnology 
Information (NCBI), provê uma lista pré-computada de pro- 
teínas de estrutura conhecida que se assemelha estrutural- 
mente à proteína em questão. O sistema VAST usa o Banco 
de Dados de Modelagem Molecular (Molecular Modeling 
Database, MMDB), um banco de dados gerado pelo NCBI 
que é originado a partir das coordenadas do PDB, no qual 
as moléculas são representadas por gráficos de conectivida- 
de em vez de conjuntos de coordenadas atômicas. O VAST 
mostra a sobreposição da proteína em questão em seu ali- 
nhamento estrutural com uma lista de proteínas relacionadas 
selecionadas pelo usuário usando o Cn3D (um programa grá- 
fico molecular que mostra arquivos do MMDB e que está pu- 
blicamente disponível para diversas plataformas de compu- 
tadores [Tabela 8.4]). VAST também reporta o alinhamento 
de sequência baseado na estrutura dessas proteínas. 

Além disso, várias ferramentas de “Análise Estrutural” 
podem ser obtidas da página Resumo da Estrutura no PDB. 
A página “Sequence Details” (detalhes da sequência) fornece 
a sequência de cada cadeia na estrutura e, para polipeptídeos, 
indica a estrutura secundária de cada um de seus resíduos. 

e. O projeto genoma estrutural 

Como será visto na Seção 9.3B, as proteínas com sequências 
semelhantes provavelmente possuem estruturas tridimensio- 
nais semelhantes. Ainda, dos ~7 milhões de polipeptídeos 
com sequências conhecidas, apenas < 40.000 possuem es- 
truturas conhecidas, compreendendo ~ 1.200 dos estimados 
8.000 dobramentos proteicos diferentes. Como consequência, 
—40% das fases abertas de leitura (ORFs; sequências de DNA 
que codificam proteínas) nos genomas conhecidos especificam 
proteínas cujas estruturas e função são desconhecidas. A ne- 
cessidade de caracterizar melhor tais proteínas levou ao proje- 
to genoma estrutural, um consórcio internacional, livremente 
organizado por centros de determinação de estruturas, dedi- 
cados a elucidar a estrutura de proteínas representativas de 
cada família proteica e dessa forma, faz a estrutura da maioria 
das proteínas prontamente acessíveis, a partir de suas sequên- 
cias gênicas. Tradicionalmente, a determinação da estrutura 
de proteínas por técnicas de raios X e RM tem sido usada por 
meio de pesquisas direcionadas por hipóteses, ou sej a, as pro- 
teínas são estudadas para resolver um problema bioquímico 
específico e, como consequência, elas tendem a ser funcional- 
mente bem caracterizadas. Ao contrário, a genômica estru- 
tural empenha-se em determinar as estruturas de um grande 
número de proteínas não caracterizadas (exceto por suas se- 
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quências) e tem um objetivo a longo prazo de determinar as 
estruturas de todos os membros de proteomas selecionados 
(o grupo de todas as proteínas codificada por genomas cor- 
respondentes). Para realizar essa tarefa efetivamente é neces- 
sário que a velocidade na determinação das estruturas pro- 
teicas seja acelerada. Consequentemente, a primeira fase do 
projeto genômica estrutural concentrou-se no desenvolvimen- 
to de métodos de alto rendimento (i.e., robótica) de expressar, 
purificar, cristalisar e eludicar estruturalmente as proteínas a 
serem estudadas. Isso tem sido seguido, desde 2005, por uma 
fase produtiva em que um grande número de estruturas pro- 
teicas foram determinadas. 

De fato, —14% das estruturas no PDB são produtos do 
projeto genômica estrutural (uma porcentagem que está 
crescendo), com muitas dessas proteínas possuindo novos 
padrões de dobramentos. Infelizmente, o conhecimento de 
uma estrutura proteica não revela necessariamente sua fun- 
ção. Como consequência, mesmo que o custo para determi- 
nar a estrutura por raios X de uma proteína por meio do pro- 
jeto genômica estrutural pareça ser significa tivamente menor 
do que o custo das pesquisas direcionadas por hipótese (ape- 
sar de estar adotando métodos de alto rendimento), ainda é 
uma questão de debate se o projeto genômica estrutural é 
uma via econômica de obter informações bioquimicamente 
úteis em relação às pesquisas dirigidas por hipótese. 


4 ESTABILIDADE PROTEICA 

Por mais incrível que pareça, as medidas termodinâmicas indi- 
cam que as proteínas nativas são apenas muito pouco estáveis 
em condições fisiológicas. A energia livre necessária para a sua 
desnaturação é —0,4 kJ * mol" 1 por resíduo de aminoácido, de 
modo que proteínas de 100 resíduos são estáveis geralmente 
por apenas cerca de 40 kJ • mol 1 . Em comparação, a energia 
necessária para romper uma ligação de hidrogênio típica é de 
—20 kJ • mol _1 . As várias influências não covalentes às quais 
as proteínas estão sujeitas - interações eletrostáticas (tanto 
de atração como de repulsão), ligações de hidrogênio (tanto 
intramolecular quanto da água) e forças hidrofóbicas - pos- 
suem uma quantidade de energia que pode chegar a milhares 
de quilojoules por mol em uma molécula inteira de proteína. 
Como consequência, a estrutura de uma proteína é o resultado 
de um balanço delicado entre poderosas forças compensató- 
rias. Nesta seção, será discutida a natureza dessas forças e será 
feita uma consideração sobre a desnaturação proteica, isto é, 
como essas forças podem ser interrompidas. 


A. Forças eletrostáticas 

As moléculas são coleções de partículas eletricamente carre- 
gadas e então, para um grau de aproximação razoável, suas 
interações são determinadas pelas leis clássicas da eletrostá- 
tica (cálculos mais exatos requerem a aplicação da mecânica 
quântica). A energia de associação, U, de duas cargas elétri- 
cas, q 1 eq 2 , que estão separadas pela distância r é encontrada 
pela integração da expressão da Lei de Coulomb, a Equação 
[2.1], para determinar o trabalho necessário para separar es- 
sas cargas por uma distância infinita: 


U = 




[ 8 . 1 ] 


Aqui k = 9,0 X 10 9 J • m • C 2 , e Z> é a constante dielétrica 
do meio no qual as cargas estão imersas (lembre-se que D - 
1 para o vácuo e, normalmente, aumenta com a polaridade 
do meio; Tabela 2.1). A constante dielétrica de uma região 
do tamanho de uma molécula é difícil de estimar. Para o in- 
terior da proteína, normalmente se usa a faixa de 3 a 5, em 
analogia à medida das constantes dielétricas das substâncias 
que apresentam polaridades semelhantes, como por exemplo 
o benzeno e o dietil-éter. 

A lei de Coulomb é válida somente para cargas pontuais 
ou simetricamente esféricas que estejam imersas em um meio 
de constante D. Contudo, proteínas não são esféricas e seus 
valores internos de D variam com a posição. Além disso, uma 
proteína em solução associa-se com íons móveis, como o Na + 
e o Cl , que modulam o potencial eletrostático da enzima. 
Como consequência, o cálculo do potencial eletrostático de 
uma proteína requer algoritmos matematicamente sofistica- 
dos e computacionalmente intensos que vão além do alcance 
neste texto. Esses métodos são amplamente usados para cal- 
cular os potenciais da superfície eletrostática das proteínas 
usando o programa de Análise e Representação Gráfica das 
Propriedades da Superfície (GRASP, do inglês: Graphical 
Representation and Analysis ofSurface Properties), elabora- 
do por Anthony Nicholls, Kim Sharp e Barry Honig. A Fig. 
8.56 mostra um diagrama de GRASP do hormônio do cresci- 
mento humano, no qual a superfície da proteína está colorida 
de acordo com o seu potencial eletrostático. Esses diagramas 



FIGURA 8.56 Um diagrama de GRASP do hormônio do cres- 
cimento humano. O diagrama mostra a superfície da proteína 
colorida de acordo com o seu potencial eletrostático, com as 
suas áreas mais negativas em vermelho-escuro, suas áreas mais 
positivas em azul -escuro e suas áreas neutras em branco. A 
orientação das proteínas é a mesma da Fig. 8.476. (Com base na 
estrutura por raios X de Alexander Wlodawer, National Câncer 
Institute, Frederick, Maryland, EUA. PDBid 1HGU.) 


Dr 
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FIGURA 6.57 Exemplos de pares iônicos na mioglobina. Em 

cada caso, os grupos das cadeias laterais de cargas opostas de 
resíduos distantes na sequência, mas intimamente aproximados 
entre si através da formação de pares iônicos. 


são úteis para avaliar como uma proteína pode se associar 
com moléculas carregadas, por exemplo outras proteínas, 
ácidos nucleicos e substratos. Cálculos similares são usados 
para predizer os p Ks dos grupos de superfície das proteínas, 
que pode ter uma aplicação significativa na elucidação do 
mecanismo de ação de uma enzima (Seção 15.1). 

a. Interações iônicas são fortes, mas não estabilizam 
totalmente as proteínas 

A associação de dois grupos iônicos de cargas opostas em 
proteínas é conhecida como par iônico ou ponte salina. De 
acordo com a Equação [8.1], a energia de um par iônico tí- 
pico, como o grupo carboxila do Glu e o grupo amónio da 
Lys, cujos centros de carga estão separados por 4,0 Â em um 
meio de constante dielétrica 4, é -86 kJ • mol ” 1 (uma car- 
ga eletrônica = 16,0 X 1(T 19 C). Entretanto, íons livres em 
solução aquosa são altamente solvatados, e a formação de 
uma ponte salina tem a penalidade entrópica de localizar as 
cadeias laterais carregadas das pontes salinas. Como conse- 
quência, a energia livre de solvatação de dois íons separados 
é quase igual à energia livre de formação dos pares iônicos 
não solvatados. Portanto, os pares iônicos pouco contribuem 
para a estabilidade da estrutura de uma proteína nativa. Isso 
é responsável pela observação de que ~75% dos resíduos 
com cargas nas proteínas ocorrem em pares iônicos (p. ex. 
Fig. 8.57), pouquíssimos pares iônicos estão no interior da 
proteína (não solvatados) e pares iônicos que estão expostos 
(exosed) ao solvente aquoso tendem a ser pouco conservados 
entre proteínas homólogas. 

b. interações dipolo-dlpolo são fracas, mas estabilizam 
signifícativamente as estruturas proteicas 

As associações não covalentes entre moléculas eletricamente 
neutras, conhecidas coletivamente como forças de van der 
Waals, surgem de interações eletrostáticas entre dipolos per- 
manentes e/ou induzidos. Essas forças são responsáveis pelas 
numerosas interações de força variável entre átomos vizi- 
nhos não ligados. (A ligação de hidrogênio, uma classe es- 


pecial de interação dipolar, será considerada separadamente 
na Seção 8.4B.) 

Interações entre dipolos permanentes são determinantes 
estruturais importantes em proteínas, pois muitos de seus gru- 
pos, como os grupos carbonila e amida do esqueleto peptídi- 
co, têm momentos dipolares permanentes. Essas interações 
em geral são muito mais fracas que as interações iônicas. Dois 
grumos carbonila, por exemplo, cada um com dipolos de 4,2 X 
lCf'° C • m (1,3 unidades debye) que estão orientados em um 
arranjo ótimo (Fig. 8.58a) e separados por 5 Á em um meio 
de constante dielétrica 4, têm uma energia de atração calcu- 
lada de somente -9,3 kJ • mol _1 . Além disso, essas energias 
variam com r” 3 , de modo que são rapidamente atenuadas com 
a distancia. Em hélices a, entretanto, as extremidades negati- 
vas dos grupos amida e carbonila dipolares do esqueleto po- 
lipeptídico apontam todas na mesma direção (Fig. 8.11), de 
forma que suas interações e ligações dipolos são aditivas (es- 
tes grupos, é claro, também formam ligações de hidrogênio, 
mas agora o interesse é nos seus campos elétricos residuais). 
A héüce a, então, tem um momento dipolar significativo, que 
é positivo na direção do N -terminal e negativo na direção do 
C-terminal. Como consequência, na baixa constante dielétrica 
do núcleo de uma proteína, interações dipolo-dipolo influen- 
ciam significativamente o dobramento das proteínas . 

Um dipolo permanente também induz um momento 
dipolar em um grupo vizinho, de modo a formar uma inte- 
ração de atração (Fig. 8.586). Tais interações dipolo-dipolo 
induzidas em geral são muito mais fracas que as interações 
dipolo-dipolo. 

Embora moléculas apoiares sej am quase neutras eletrica- 
mente, elas podem, a qualquer instante, possuir um pequeno 
momento dipolar resultante dos rápidos movimentos oscilan- 
tes de seus elétrons. Esse momento dipolar transitório polariza 
os elétrons em um grupo vizinho, dando origem a um momen- 
to dipolar (Fig. 8.58c), sendo que, próximo de suas distâncias 
de contato de van der Waals, os grupos se atraem (um efeito 
mecânico quântico que não pode ser explicado em termos de 
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(a) Interações entre dipolos permanentes 




interações dípolo-dipolo induzido 
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(c) Forças de dispersão de London 
+ + 


FIGURA 8.58 Interações dipolo-dipolo. A força de cada di- 
polo está indicada pela espessura de cada flecíia. (a) Interações 
entre dipolos permanentes. Estas interações, aqui representa- 
das pelos grupos carbonila alinhados cabeça-com-cauda, pode 
ser de atração, como mostrado, ou de repulsão, dependendo 
das orientações relativas dos dipolos. (b) Interações dipolo- 
-dipolo induzido. Um dipolo permanente (nesse caso, um grupo 
carbonila) induz um dipolo em um grupo próximo (aqui repre- 
sentado por um grupo metila), distorcendo eletrostaticamente 
a sua distribuição de elétrons {sombreado). Isso sempre resulta 
em uma interação de atração. ( c ) Forças de dispersão de Lon- 
don. O desequilíbrio de carga instantâneo ( sombreado ), resul- 
tante do movimento de elétrons em uma molécula (esquerda), 
induz um dipolo em um grupo vizinho (direita); isto é, os movi- 
mentos dos elétrons em grupos vizinhos estão correlacionados. 
Isso sempre resulta em uma interação de atração. 




física clássica, somente). Essas chamadas forças de dispersão 
de London são extremamente fracas. O calor de vaporização 
de 8,2 kJ • mol -1 do CH 4 , por exemplo, indica que a interação 
de atração de um contato H ■ ■ ■ H não ligado entre moléculas 
de CH 4 vizinhas é de aproximadamente -41,3 kJ • mol 1 (na for- 
ma líquida, uma molécula de CH 4 toca seus 12 vizinhos mais 
próximos com cerca de 2 contatos H • * * H cada). 

As forças de London são significativas somente para gru- 
pos que fazem contato, pois a sua energia de associação é 
proporcional ao r 6 . Entretanto, o grande número de contatos 
interatômicos no interior extremamente empacotado das pro- 
teínas faz das forças de London uma influência importante 
na determinação de suas conformações. As forças de London 
também fornecem parte da energia de ligação em interações 
estericamente complementares entre proteínas e moléculas 
Ügadas especificamente por elas. 


B. As forças da ligação de hidrogênio 

As ligações de hidrogênio (D — H A), como discutido na 

Seção 2.1Aa, são predominantemente interações eletrostáti- 
cas (mas com cerca de 10% de caráter co valente) entre um 
grupo doador fracamente ácido (D — H) e um aceptor (A) que 
contém um par de elétrons não compartilhado. Em sistemas 
biológicos, D e A podem ser tanto os átomos altamente eletro- 
negativos N e O como, ocasionalmente, átomos S. Além disso, 
um grupo C — H relativamente ácido (p. ex., um grupo C a — H) 
pode atuar como um fraco doador de ligação de hidrogênio, e 
o sistema de elétrons ir polarizável de um anel aromático (p. 
ex., o do Trp) pode atuar como um aceptor fraco. 

Ligações de hidrogênio têm energias de associação que es- 
tão normalmente na faixa de — 12 a -40 kJ • mol 1 (mas somen- 
te em torno de -8 a -16 kJ • mol" 1 para ligações de hidrogênio 
C — H --- A e D — H --- ir e — 2 a -4 kJ • mol 1 para ligações 
de hidrogênio C — H - - ■ ir), valores que estão entre aqueles das 
ligações covalentes e das forças de van der Waals. As ligações 
de hidrogênio (ligações de H) são muito mais direcionais do 
que as forças de van der Waals, mas menos do que as ligações 
covalentes. A distância D ■ ■ ■ A normalmente está na faixa de 
2,7 a 3,1 À, embora, uma vez que os átomos de H não são vistos 
nas estruturas por raios X, exceto nas de resolução macromo- 
lecular muito alta, uma possível interação D — H • ■ ■ A (onde 
D e A podem ser tanto N ou O) pode ser uma ligação de H se 
a sua distância D • ■ A for significativamente menor do que a 
soma, de 3,7 Á, do comprimento da ligação D — H (—1,0 Â) e 
das distâncias de contato das forças de van der Waals entre H e 
A (— 2,7 À). Deve-se ter em mente, entretanto, que não há um 
limite rígido de distância acima da qual as ligações de H dei- 
xam de existir, porque a energia de uma ligação de H, que tem 
principalmente caráter eletrostático, varia inversamente com a 
distância entre os centros negativos e positivos (Equação [8.1]). 

As ligações de H tendem a ser lineares, com a ligação 
D — H apontando na direção do par orbital não compartilha- 
do do aceptor (ou, nas ligações de hidrogênio D — H • ■ ■ -ir, 
mais ou menos perpendiculares ao anel aromático e apontan- 
do para seu centro, com a distância do átomo D até o centro 
do anel aromático variando em torno de 3,2 a 3,8 Á). Desvios 
maiores que essa geometria ideal, contudo, não são inco- 
muns. Nas ligações de H, por exemplo, das hélices a (Fig. 
8.11) e das folhas fü pregueadas antiparalelas (Fig. 8.16a), as 
ligações N — H apontam aproximadamente para as ligações 
C — O. e não para o par orbital não compartilhado, e nas 
folhas p pregueadas paralelas (Fig. 8.166), as ligações de H 
afastam-se significativamente da linearidade. De fato, muitas 
das ligações de H em proteínas são membros de redes nas 
quais cada doador é Ügado por Ügações de H a dois aceptores 
(uma ligação de hidrogênio bifurcada) e cada aceptor é liga- 
do por ligação de hidrogênio a dois doadores. Por exemplo, 
embora as ligações de H em hélices a ideais se formem entre 
o grupo N — H no resíduo n e o grupo C=0 no resíduo n 
- 4 (ligações deHn->« - 4; Fig. 8.11), muitos dos grupos 
N — H em hélices a reais associam-se via ligações de hidrogê- 
nio bifurcadas com dois grupos 0=0 adj acentes para formar 
ligações deHn — > n — 4 e n — >n ~ 3. 

a. Ligações de hidrogênio estabilizam apenas fracamente as 
proteínas 

Os grupos internos de ligação de H de uma proteína estão 
arranjados de tal forma que a maior quantidade possível de 
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ligações de H é formada (Seção 8.3B). Obviamente, as liga- 
ções de hidrogênio têm uma influência importante na estru- 
tura das proteínas. Entretanto, uma proteína desdobrada faz 
a maior parte das ligações de H com as moléculas de água do 
solvente aquoso (a água é uma poderosa doadora e aceptora 
de elétrons) . A energia livre da estabilização que ligações de 
H internas conferem a uma proteína nativa é, portanto, igual 
â diferença na energia livre das ligações de H entre a proteína 
nativa e a proteína desdobrada. Como consequência, espera- 
-se que ligações de H não estabilizem (e talvez até mesmo 
desestabilizem um pouco) a estrutura de uma proteína na- 
tiva relativamente ao seu estado desdobrado. Entretanto, 
uma vez que interações por ligações de H são por natureza 
extremamente eletrostáticas, é provável que elas sej am mais 
fortes no interior de baixa polaridade de uma proteína do 
que no meio aquoso de alta polaridade. Além disso, pode 
haver um efeito entrópico que desestabilize as ligações de H 
entre a água e um polipeptídeo desdobrado em comparação 
às ligações de H intraproteína: é provável que as moléculas 
de água que estão ligadas por ligações de H a um polipeptí- 
deo sejam mais restritas (ordenadas) tanto quanto à orienta- 
ção como quanto à posição do que aquelas que apresentam 
ligações de H somente com outras moléculas de água, o que 
favorece a formação das ligações de H intraproteína. Esses 
efeitos podem muito bem explicar a observação de que a re- 
moção mutagênica de uma ligação de H de uma proteína em 
geral reduz sua estabilidade em —2 a 8 kJ • mol -1 . 

Apesar de sua baixa estabilidade, as ligações de hidrogê- 
nio de uma proteína fornecem uma base estrutural para seu 
padrão de dobramento nativo: se uma proteína se dobrasse 
de uma forma que evita que algumas de suas ligações de H 
internas sejam formadas, a energia livre dessas ligações se 
perderia e tais conformações seriam menos estáveis do que 
aquelas que têm o máximo das ligações de H. De fato, a for- 
mação de hélices a e folhas p satisfaz de maneira eficiente 
as necessidades de ligações de H do esqueleto polipeptídico. 
Esse argumento aplica-se também às forças de van der Waals 
discutidas na seção anterior. 

b. A maioria das ligações de hidrogênio das proteínas é local 
Como pode uma molécula tão complexa como uma proteína 
se dobrar de forma a conseguir quase todo o seu potencial de 
ligações de H? A resposta a essa pergunta foi esclarecida por 
uma pesquisa das ligações de H em estruturas de proteínas 
obtidas por raios X de alta resolução, feita por Ken Dill e 
George Rose: a maioria das ligações de H em uma proteína 
é local, isto é, envolve doadores e aceptores que estão muito 
próximos na sequência e assim podem encontrar prontamente 
seus parceiros de ligações de H. 

1. Em média, 68 % das ligações de H em proteínas ocorrem 
entre os átomos do esqueleto. Destas, — 1/3 formam ligações de 
H n — > n - 4 (como nas hélices a ideais), — 1/3 formam ligações 
de H n — ► n - 3 (como nas voltas reversas e hélices 3 10 ideais), 
—1/3 ocorrem entre fitas pareadas em folhas (3. Dessa forma, 
somente —5 % das ligações de H entre os átomos do esqueleto 
não estão totalmente dentro de uma hélice, folha ou volta. 

2. As ligações de hidrogênio entre cadeias laterais e os es- 
queletos estão aglomerados em posições de capeamento 
(capping) de hélice. Nas hélices a, os primeiros quatro grupos 
N — H e os últimos quatro grupos C=0 não podem formar 
ligações de H dentro da hélice (que seria metade das ligações 


de H potenciais entre átomos do esqueleto em uma hélice a 
de 12 resíduos, o comprimento médio das hélices a). Essas po- 
tenciais ligações de H frequentemente ocorrem com cadeias 
laterais vizinhas. Especificamente, —1/2 dos grupos N — H 
N-terminais de hélices a formam ligações de H com cadeias 
laterais polares que estão 1 a 3 resíduos distantes, e —1/3 dos 
grupos C — O C-terminais formam ligações de H com cadeias 
laterais polares que estão 2 a 5 resíduos distantes. 

3. Mais da metade das ligações de H entre cadeias laterais 
ocorre entre resíduos carregados (ou seja, formam pontes sa- 
linas), estando portanto localizadas nas superfícies proteicas 
entre e dentro de alças da superfície (p. ex. Fig. 8.57). Contudo, 
—85% das ligações de H restantes entre cadeias laterais ocor- 
rem entre cadeias laterais que estão distantes 1 a 5 resíduos. 
Assim, com exceção daquelas em pontes salinas, ligações de H 
cadeia lateral-cadeia lateral também tendem a ser locais. 

C. Forças hidrofóbicas 

Efeito hidrofóbico é o nome dado às influências que fazem 
substâncias apoiares minimizar seus contatos com água e molé- 
culas antif áticas, como sabões e detergentes, para formar mice - 
las em soluções aquosas ( Seção 2.1Ba). Uma vez que proteínas 
nativas formam um tipo de micela intramolecular, na qual suas 
cadeias laterais apoiares estão, em uma grande medida, fora de 
contato com o solvente aquoso, as interações hidrofóbicas de- 
vem ser um determinante importante na estrutura das proteínas. 

O efeito hidrofóbico deriva das propriedades especiais 
da água como solvente, sendo uma delas sua constante die- 
létrica. Outros solventes polares, como o dimetil sulfóxido 
(DMSO) e a A^A-dimetilformamida (DMF), tendem a des- 
naturar proteínas. Os dados termodinâmicos da Tabela 8.5 
fornecem uma compreensão considerável a respeito da ori- 
gem do efeito hidrofóbico, pois a transferência de um hidro- 
carboneto da água para um solvente apoiar assemelha-se à 
transferência de uma cadeia lateral apoiar do exterior de uma 
proteína em solução aquosa para o seu interior. As variações 
na energia livre de Gibbs isotérmica (AG = A H - TAS) para 
a transferência de um hidrocarboneto de uma solução aquosa 
para um solvente apoiar é negativa em todos os casos, o que 
indica, como já sabe-se, que tais transferências são processos 
espontâneos (óleo e água não se misturam). O que talvez seja 
inesperado é que esses processos de transferência são endo- 
térmicos (AH positivos) para compostos alifáticos e atérmicos 
(AH = 0) para compostos aromáticos; ou seja, do ponto de vis- 
ta da entalpia, é mais ou é igualmente favorável para moléculas 
apoiares se dissolverem em água do que em meios apoiares. 
Por oposição, o componente entrópico da variação unitária 
da energia livre, - TAS U (ver nota * no rodapé da Tabela 8,5), 
é alto e negativo em todos os casos. Evidentemente, a trans- 
ferência de um hidrocarboneto de um meio aquoso para um 
meio apoiar é impelida entropicamente. Isso também é valido 
para a transferência de um grupo proteico apoiar de um meio 
aquoso para o interior apoiar da proteína. 

Qual é o mecanismo físico pelo qual entidades apoiares 
são excluídas de soluções aquosas? Lembre-se de que a en- 
tropia é uma medida da ordem em um sistema; ela diminui 
com o aumento da ordem (Seção 3.2). Então, a diminuição 
da entropia quando uma molécula ou cadeia lateral apoiar é 
solvatada pela água (o inverso do processo anterior) deve ser 
devida a um processo de ordenação. Isso é uma observação 
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TABELA 8.5 Variações termodinâmicas para a transferência de Mdrocarbonetos da água para solventes apoiares a 25°C* 


Processo 

AH (kJ • mol *) 

—TAS U (kJ * mol L ) 

A G u (kJ * mol : ) 

C H , em H,0 * CH . em C 6 H 6 

11,7 

-22,6 

-10,9 

CH 4 em H 2 0 v CH, em CC1 4 

10,5 

-22,6 

-12,1 

C 2 H 5 em ELO C 2 H f] em benzeno 

9,2 

-25,1 

-15,9 

C 2 H 4 em H 2 0 v C 2 H 4 em benzeno 

6,7 

-18,8 

-12,1 

C 2 EI 2 em H 2 0 C 2 EI 2 em benzeno 

0,8 

-8,8 

-8,0 

Benzeno em H 2 0 v benzeno líquido** 

0,0 

-17,2 

-17,2 

Tolueno em H 2 0 \ tolueno líquido** 

0,0 

-20,0 

-20,0 


*A G u , a mudança unitária na energia livre de Gibbs, é a mudança na energia livre de Gibbs, AG, corrigida para sua dependência da concentração, de modo a 
refletir as propriedades inerentes da substância em questão e sua interação com o solvente. Essa relação, de acordo com a Equação [3.13), é 

[A A 

AG„ = AG - niíTln 

[AJ 

Em que [A ] e [A f ] são as concentrações inicial e final, respectivamente, da substância em questão, e n é o número de móis da substância. Uma vez que o 
segundo termo nessa equação é um termo puramente entrópico (o aumento na concentração de uma substância aumenta a ordem), DS U , a mudança unitária 
na entropia, é expressa 

[A, d 

A S u = A S + nR ln 

[A J 

** Dados obtidos a 18‘ C. 

Fome: Kauzman, W., Adv. Protein Chem. 14, 39 (1959). 


experimental, não uma conclusão teórica. As magnitudes das 
variações de entropia são muito altas para serem atribuídas 
somente a mudanças nas conformações dos hidrocarbonetos; 
como Henry Frank e Marjorie Evans mostraram em 1945, 
essas variações na entropia originam-se sobretudo de algum 
tipo de ordem da estrutura da água. 

A água em seu estado líquido tem uma estrutura alta- 
mente ordenada e extensivamente ligada por ligações de H 
(Seção 2.1 A). A insinuação de um grupo apoiar em sua es- 
trutura a desestrutura: um grupo apoiar não aceita e nem doa 
ligações de H, de forma que a molécula de água na superfície 
da cavidade ocupada pelo grupo apoiar não pode fazer liga- 
ções de H com outras moléculas do modo usual. Para que a 
energia das ligações de H perdida possa ser recuperada, essas 
moléculas de água da superfície devem orientar-se para for- 
mar uma rede de ligações de H envolvendo a cavidade (Fig. 
8.59). Essa orientação constitui uma ordenação da estrutura 
da água, já que o número de maneiras pelas quais suas molé- 
culas podem formar ligações de H sobre a superfície de um 
grupo apoiar é menor do que o número de maneiras pelas 
quais elas podem formar ligações de H em água pura. 

Infelizmente, a complexidade da estrutura básica da 
água líquida (Seção 2.1 Ac) ainda não permitiu uma descri- 
ção estrutural detalhada desse processo de ordenação. Um 
modelo que foi proposto é o de que a água forma gaiolas de 
ligações de H quase cristalinas sobre os grupos apoiares de 
modo semelhante àquela dos clatratos (Fig. 8.60). As mag- 
nitudes das variações de entropia causadas pela dissolução 
de substâncias apoiares na água, entretanto, indicam que a 
estrutura da água resultante seria somente um pouco mais 
ordenada do que água pura. Elas também devem ser bem 
diferentes da estrutura do gelo comum, pois, por exemplo, a 
solvatação de grupos apoiares pela água provoca uma grande 
diminuição no volume da mesma (p. ex., a transferência de 
CH 4 do hexano para a água diminui a solução da água por 


22,7 mL • mol 1 de CH 4 ), enquanto o congelamento da água 
resulta em uma expansão de 1,6 mL • mol -1 . 



FIG! URA 8.59 A preferência de orientação das moléculas de 
água ao redor de um soluto apoiar. Para maximizar o número de 
ligações de H, as moléculas de água tendem a se posicionar sobre 
o soluto inerte de forma que, para solutos relativamente peque- 
nos, duas ou três de suas direções tetraédricas fiquem tangenciais 
à sua superfície. Isso permite que formem ligações de H (em 
preto ) com moléculas de água vizinhas, revestindo a superfície 
apoiar. No entanto, para solutos maiores não polares (planares), 
as moléculas de água adjacentes estão, cada uma, geometrica- 
mente limitadas a participar a não mais do que três ligações de 
hidrogênio. Em ambos os casos, a ordenação das moléculas de 
água estende-se por várias camadas de moléculas de água além 
da primeira capa de hidratação do soluto apoiar. (Ilustração, 
Irving Geis. Imagem da coleção de Irving Geis, Howard Hughes 
Medicai Institute, EUA. Figura impressa com permissão.) 




264 Do na! d Voet / Judiíh G. Voet 



FIGURA 8,60 Estrutura do clarato (n-C 4 H 9 ) 3 S + F~ • 23 H 2 Ü. 
Os claratos são complexos cristalinos de compostos apoiares 
com água (normalmente formados a baixa temperatura e alta 
pressão), nos quais as moléculas apoiares estão cercadas, como 
indicado, por uma gaiola poliédrica de moléculas de água (aqui 
representadas somente por átomos de oxigênio) ligadas tetra- 
edricamente por ligações de H. As interações de ligações de 
H de uma dessas moléculas de água (seta) estão mostradas em 
detalhes. (Ilustração, Irving Geis. Imagem da coleção de Irving 
Geis, Howard Hughes Medicai Institute, EUA. Figura impressa 
com permissão.) 

A energia livre de hidratação desfavorável de uma subs- 
tância apoiar gerada pela ordenação das moléculas circun- 
dantes de água resulta do fato de a substância apoiar ser 
excluída da fase aquosa. Isso acontece porque a área de su- 
perfície de uma cavidade que contenha um agregado de mo- 
léculas apoiares é menor do que a soma das áreas de super- 
fície das cavidades que cada uma dessas moléculas ocuparia 
individualmente. A agregação de grupos apoiares dessa for- 
ma minimiza a área de superfície da cavidade, minimizando, 
portanto, a perda de entropia de todo o sistema. Em certo 
sentido, os grupos apoiares são retirados da fase aquosa pe- 
las interações hidrofóbicas. Medidas de termodinâmica indi- 
cam que a mudança da energia livre ao se retirar um grupo 
— CH 2 — de uma solução aquosa é de cerca de -3 kJ * mo! '. 
Embora esta seja uma quantidade de energia livre relativa- 
mente pequena, em arranjos moleculares que envolvem um 
grande número de contatos apoiares, as interações hidrofóbi- 
cas são uma força poderosa. 

Em 1958, Walter Kauzmann observou que as forças hi- 
drofóbicas são o principal determinante que faz as proteínas se 
dobrarem em suas formas nativas. A Fig. 8.61 indica que as hi- 
dropatías das cadeias laterais de aminoácidos (índices de com- 
binação entre tendências hidrofóbicas e hidrofílicas; Tabela 
8.6) são, de fato, boas para prever quais porções de uma cadeia 
polipeptídica estão dentro de uma proteína, fora de contato 
com o solvente aquoso, e quais as porções estão no exterior da 
proteína, em contato com o solvente aquoso. Em proteínas, os 
efeitos das forças hidrofóbicas são com frequência denomina- 
dos ligações hidrofóbicas, supostamente para indicar a nature- 
za específica do dobramento proteico sob a influência do efeito 


hidrofóbico. É preciso lembrar, entretanto, que as ligações hi- 
drofóbicas não geram as interações direcionalmente específi- 
cas normalmente associadas ao termo “ligação”. 

D. Ligações dissulfeto 

As ligações dissulfeto funcionam para estabilizar a estrutura 
tridimensional de uma proteína, pois elas se formam quando 
a proteína se dobra para adquirir sua posição nativa (Seção 
9.1A). O caráter químico relativamente redutor do citoplas- 
ma, entretanto, diminui de forma notável a estabilidade das 
ligações dissulfeto intracelulares. Na verdade, quase todas 
as proteínas com ligações dissulfeto são secretadas para am- 
bientes extracelulares mais oxidados, onde se tornam efetivas 
para estabilizar as estruturas proteicas (as proteínas secre- 
tadas dobram-se em suas posições nativas - e assim formam 
suas ligações dissulfeto - no retículo endoplasmático [Seção 
12.4Ba], que, diferentemente de outros compartimentos ce- 
lulares, tem ambiente oxidativo). Aparentemente, a relativa 
“hostilidade” de ambientes extracelulares para com as proteí- 
nas (em geral, temperaturas e pHs não controlados) requer a 
estabilidade estrutural adicional das ligações dissulfeto. 

E. Desnaturação das proteínas 

A baixa estabilidade conformacional das proteínas nativas 
as torna muito suscetíveis à desnaturação pela alteração no 
balanço das forças fracas que não são de ligação que mantêm 
a conformação nativa. Quando uma proteína em solução é 
aquecida, suas propriedades conformacionalmente sensíveis, 
como, por exemplo, a rotação óptica (Seção 4.2A), a viscosi- 

TÂBELA 8-6 Escala de hidropatia para cadeias laterais de 
aminoácidos 


Cadeia lateral 

Hidropatia 

Ile 

4,5 

Vai 

4,2 

Leu 

3,8 

Phe 

2,8 

Cys 

2,5 

Met 

1,9 

Ala 

1,8 

Gly 

-0,4 

Thr 

-0,7 

Ser 

-0,8 

Trp 

-0,9 

Tyr 

-1,3 

Pro 

-1,6 

His 

-3,2 

Glu 

-3,5 

Gin 

-3,5 

Asp 

-3,5 

Asn 

-3,5 

Lys 

-3,9 

Arg 

-1,5 


Fonte: Kyte, J., and Doolitle, R.F., J. Mol. Bioi 157, 110 (1982). 
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FIGURA 8.31 Gráfico do índice de hidropaticidade para o quimotripsinogênio bovino. A soma das hidropatias de nove resíduos 
consecutivos (ver Tabela 8.6) está colocada no gráfico contra o número do resíduo na sequência. Um índice de hidropaticidade 
positivo elevado indica uma região hidrofóbica do polipeptídeo, ao passo que um valor negativo elevado indica uma região hidro- 
füica. As barras de cima marcam as regiões interiores da proteína, segundo a determinação por cristalografia por raios X, ao passo 
que as barras de baixo marcam as regiões exteriores da proteína. (Segundo Kyte, J., e Doolittle, R.F., J. Mol. Biol. 157, 111 [1982].) 


dade e a absorção de UV, alteram-se abruptamente em uma 
pequena variação de temperatura (p. ex., Fig. 8.62). 



T (°C) 


FIGURA 8.62 Desnaturação proteica. A desnaturação induzi- 
da pelo calor da ribonuclease A pancreática bovina (RN ase A) 
em um solvente HC1-KC1 em pH 2,1 e força iônica de 0,019 foi 
monitorada por várias técnicas sensíveis à conformação. A cur- 
va é desenhada somente por meio dos pontos A. A temperatura 
de fusão, T m , é definida como a temperatura no ponto médio da 
transição. Compare o perfil desta curva de fusão com o da fita 
dupla de DNA (Fig. 5.16). (Segundo Ginsburg, A., e Carroll, 
W.R., Biochemistry 4, 2169 [1965].) 


Essa transição brusca indica que a estrutura da proteína 
nativa se desdobra de maneira cooperativa: o desdobramento 
de qualquer parte da estrutura desestabiliza a estrutura restan- 
te, que colapsa simultaneamente para uma estrutura aleatória. 
A temperatura no ponto médio deste processo é conhecida 
como temperatura de fusão (ou de desnaturação) proteica, 
T m , analogamente ao ponto de fusão de um sólido. A maio- 
ria das proteínas tem valores de T m bem abaixo de 100 <J C. 
Lembre-se de que os ácidos nucleicos, de maneira semelhan- 
te, também têm T m características (Seção 5.3Ca). 

Além das altas temperaturas, as proteínas são também 
desnaturadas por várias outras condições e substâncias: 

1. As variações de pH alteram os estados de ionização das 
cadeias laterais de aminoácidos (Tabela 4.1), o que altera a 
distribuição de cargas e a exigência de ligações de hidrogênio. 

2. Os detergentes, alguns dos quais perturbam as estrutu- 
ras proteicas em concentrações tão baixas quanto 10" 6 M, 
associam-se hidrofobicamente aos resíduos apoiares de uma 
proteína, por conseguinte interferindo nas interações hidro- 
fóbicas responsáveis pela estrutura nativa das proteínas. 

3. Altas concentrações de substâncias orgânicas solúveis em 
água, como alcoóis alifáticos, interferem nas forças hidrofóbi- 
cas que estabilizam as proteínas por meio de suas próprias in- 
terações com a água. Substâncias orgânicas com vários grupos 
hidroxila, como o etilenoglicol ou a sacarose, 



contudo, são desnatur antes relativamente fracos, pois sua ca- 
pacidade de formar ligações de H os torna desestabilizadores 
da estrutura da água mais fracos. 

A influência do sal é mais variável. A Fig. 8.63 mostra 
os efeitos de vários sais na T m da ribonuclease A (RNase A) 
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Concentração (M) 

FIGURA 8.63 Temperaturas de fusão da RNase A em função 
da concentração de vários sais. Todas as soluções também con- 
tinham o tampão KC1 0,15 M e cacodilato de sódio 0,013 M, pH 
7. (Segundo von Hippel, P.J., e Wong, K. Y., J. Biol. Chem. 10, 
3913 [1965].) 


pancreática bovina. Alguns sais, como (NH 4 ),S0 4 e KH,P0 4 , 
estabilizam a estrutura da proteína nativa (elevam sua T m ); 
outros, como KC1 e NaCl, têm pouco efeito; e ainda outros, 
como KSCN e LiBr, a desestabilizam. A ordem de eficácia 
de vários íons na estabilização de uma proteína, que é em 
grande parte independente da identidade da mesma, é para- 
lela com sua capacidade de diminuir a solubilidade das pro- 
teínas (efeito salting out, Seção 6.2A). Essa ordem é conheci- 
da como série de Hofmeister: 


Ânions: SOi" > H 2 P0 4 > CH 3 COO“ > Cl 

> Br~ > r > C10 4 > SCN 

Cátions: NH %, Cs + , K + , Na + > Li h > Mg 2 ' 

> Ca 2+ > Ba 2+ 


Os íons na série de Hofmeister que tendem a desnaturar pro- 
teínas, I", C10 4 , SCN", LC, Mg 21 ", Ca 2 e Ba 2h , são chama- 
dos de caotrópicos. Essa lista deve incluir também o íon gua- 
nidina (Gu H ) e a ureia (não iônica), que, em concentrações 
na faixa de 5 a 10 Aí, são os desnatur antes proteicos mais 
comumente usados. O efeito de vários íons em proteínas é 
cumulativo: o GuSCN é um desnaturante proteico muito 
mais potente do que o frequentemente usado GuCl, enquan- 
to o Gu 2 S0 4 estabiliza estruturas proteicas. 

Os agentes caotrópicos aumentam a solubilidade de 
substâncias apoiares em água. Como consequência, sua efi- 
cácia como agentes desnaturantes é devida à sua capacidade 
em romper interações hidrofóbicas, embora seu mecanismo 
de ação ainda não seja bem compreendido. Inversamente, 
aquelas substâncias listadas que estabilizam as proteínas re- 
forçam as forças hidrofóbicas, aumentando assim a tendên- 
cia da água em expulsar proteínas. Isso explica a correlação 


entre a habilidade de um íon de estabilizar proteínas e sua 
capacidade de expulsá-las da solução ( salting out). 

F. Explicando a estabilidade das proteínas termoestáveis 

Certas espécies de bactérias conhecidas como hipertemiótilas 
crescem a temperaturas próximas a 100 Ü C (elas vivem em locais 
como fontes termais e correntes hidro termais submarinas, em 
células arqueais redutoras de Fe (III) crescendo a 121 °C e se 
mantendo viáveis até 130 U C). Esses organismos têm muitas das 
mesmas rotas metabólicas dos mesófilos (organismos que cres- 
cem a temperaturas “normais”). Apesar disso, a maior parte 
das proteínas mesófilas desnatura a temperaturas nas quais as 
proteínas hipertermófilas vicejam. Qual é a base estrutural para 
a termoestabilidade de proteínas hipertermófilas? 

A diferença nas estabilidades termais das proteínas (hi- 
per)termófilas e mesófilas correspondentes não excede 100 
kJ • mol" o equivalente a algumas interações não covalen- 
tes. É provável que seja por essa razão que as comparações 
das estruturas por raios X de enzimas hipertermófilas com 
as suas duplicatas mesófilas falharam em revelar diferenças 
notáveis entre elas. Essas proteínas exibem algumas varia- 
ções na estrutura secundária, mas não mais do que segui- 
damente ocorre entre proteínas homólogas de mesófilos 
relacionados distantemente. Entretanto, várias dessas enzi- 
mas termoestáveis têm superabundância de pontes salinas 
em suas superfícies, muitas das quais estão arranjadas em 
extensas redes. De fato, uma dessas redes da glutamato-de- 
sidrogenase de Pyrococcus furiosis consiste em 18 cadeias 
laterais. 

A ideia de que as pontes salinas podem estabilizar a es- 
trutura de uma proteína surge para contradizer a conclusão 
da Seção 8.4Aa de que pares iônicos são, na melhor das hipó- 
teses, pouco estáveis. A chave para esse aparente paradoxo 
é que, nas proteínas termoestáveis, as pontes salinas formam 
redes. Assim, o ganho de energia livre entre cargas após a as- 
sociação de um terceiro grupo carregado com um par iônico 
é comparável àquele entre os membros desse par iônico, en- 
quanto a energia livre perdida na dessolvatação e imobilização 
da terceira cadeia lateral é apenas cerca de metade da energia 
perdida na aproximação das duas primeiras cadeias laterais, O 
mesmo, é claro, é válido para a adição de uma quarta, quinta, 
etc., cadeia lateral para uma rede de pontes salinas. 

Nem todas as proteínas termoestáveis têm uma inci- 
dência tão alta de pontes salinas. As comparações estrutu- 
rais sugerem que essas proteínas são estabilizadas por uma 
combinação de pequenos efeitos, e o mais importante deles 
é aumento do núcleo hidrofóbico da proteína, um aumento 
na área da interface entre seus domínios e/ou subunidades 
e um núcleo mais denso, como evidenciado na proporção 
superfície-volume reduzida. 

O fato de que as proteínas hipertermófilas e mesófilas são 
homólogas e executam as mesmas funções indica que as proteí- 
nas mesófilas não são maximamente estáveis. Isso, por sua vez, 
sugere fortemente que a estabilidade muito pequena da maio- 
ria das proteínas sob condições fisiológicas (com uma média de 
~ 0,4 kJ/mol de resíduos de aminoácidos) é uma propriedade es- 
sencial que surgiu pelo desenho evolucionário. Talvez esse tipo 
de estabilidade mínima ajude a conferir a flexibilidade estrutu- 
ral que muitas proteínas necessitam para executar suas funções 
fisiológicas (Seção 9.4). Outras possibilidades são as de poder 
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facilitar a eliminação de outras possíveis conformações estáveis 
não nativas (Seção 9.2C), poder promover o desdobramento de 
proteínas de modo a permitir a sua inserção dentro das mem- 
branas ou de transporte através destas (Seção 12. 4E), e/ou de 
apressar sua degradação programada (Seção 32.6). 


5 ESTRUTURA QUATERNÁRIA 

As proteínas, em razão de seus muitos grupos polares e apo- 
iares, grudam em quase qualquer coisa: quer dizer, qualquer 
coisa menos outras proteínas. Isso ocorre porque as forças 
evolutivas arranj aram os grupos de superfície das proteínas 
de modo a evitar a associação entre elas sob condições fisio- 
lógicas. Se não fosse assim, a consequente agregação inespe- 
cífica tornaria as proteínas funcionalmente inúteis (lembre- 
-se, p. ex., das consequências da anemia falciforme; Seção 
7.3A). Contudo, nos seus estudos pioneiros com ultracentri- 
fugação de proteínas, The Svedberg descobriu que algumas 
proteínas são compostas por mais de uma cadeia polipeptídi- 
ca. Estudos subsequentes estabeleceram que isso é, de fato, 
verdadeiro para a maioria das proteínas, incluindo quase to- 
das aquelas com massas moleculares maiores que 100 kDa. 
Além disso, estas subunidades polipeptídicas associam-se de 
modo geometricamente específico. O arranjo espacial das su- 
bunidades é conhecido como estrutura quaternária. 

Existem várias razões por que proteínas com múltiplas su- 
bunidades são tão comuns. Em grandes arranjos de proteínas, 
como, por exemplo, as fibrilas do colágeno, as vantagens da 
construção de subunidades em comparação à síntese de uma 
cadeia polipeptídica de grande extensão são análogas àquelas 
do uso de componentes pré-fabricados quando se constrói um 
edifício: os defeitos podem ser reparados simplesmente subs- 
tituindo-se a subunidade defeituosa em vez de toda a proteína, 
o local de fabricação da subunidade pode ser diferente do lo- 
cal de arranjo do produto final, e a única informação genética 
necessária para especificar toda essa construção é aquela que 
especifica suas poucas subunidades automontáveis diferentes. 
No caso das enzimas, aumentar o tamanho da proteína faz 
haver uma melhor fixação das posições tridimensionais dos 
grupos que formam o sítio ativo da enzima. Aumentar o ta- 
manho de uma enzima pela associação de unidades idênticas 
é mais eficiente, neste caso, do que aumentar o comprimen- 



to de sua cadeia polipeptídica, uma vez que cada subunidade 
tem um sítio ativo. Ademais, em algumas enzimas multiméri- 
cas, o sítio ativo ocorre na interface entre subunidades, onde 
é constituído por grupos de duas ou mais subunidades. Mais 
importante, entretanto, é que a construção de subunidades de 
muitas enzimas fornece a base estrutural para a regulação de 
suas atividades. Os mecanismos para suas funções indispensá- 
veis são discutidos nas Seções 10.4 e 13.4. 

Nesta seção, será discutido como as subunidades de pro- 
teínas de múltiplas subunidades se associam, que tipos de si- 
metrias elas possuem e como suas estequiometrias podem ser 
determinadas. 

A. Interações entre as subunidades 

Uma proteína de multissubunidades pode ser constituída por 
cadeias polipeptídicas idênticas ou não. Deve-se lembrar de 
que a hemoglobina, por exemplo, possui a composição a 2 fl 2 . 
Proteínas com subunidades idênticas são chamadas de oli- 
gômeros, e as subunidades idênticas são denominadas pro- 
tômeros. Um protômero pode ser constituído por uma ou 
várias cadeias polipeptídicas diferentes. Nesse sentido, a he- 
moglobina é um dímero (oligômero de dois protômeros) de 
protômeros afü (Fig. 8.64). 

A associação de duas subunidades normalmente esconde 
do solvente cerca de 1.000 a 2.000 À 2 de área de superfície 
(minimamente -600Â 2 ), que poderiam, de outra forma, es- 
tar expostos ao solvente. As regiões de contato superficiais 
assemelham-se ao interior de proteínas de uma única subu- 
nidade: elas contêm cadeias laterais apoiares compactadas, 
ligações de hidrogênio e, em alguns casos, ligações dissulfeto 
intercadeias. Contudo, as interfaces proteína-proteína dife- 
rem do interior da subunidade em vários aspectos: 

1. Elas tendem a ter hidrofobicidades entre aquelas do in- 
terior e a do exterior proteico. Em particular, as interfaces 
das subunidades de proteínas que se dissociam in vivo têm 
hidrofobicidade menor do que as interfaces permanentes. 

2. Em média, ~77% das ligações de hidrogênio entre as su- 
bunidades são entre cadeias laterais. Em contrapartida, uma 
média de 68% das ligações de hidrogênio das subunidades 
são entre átomos do esqueleto carbônico. Isso é principal- 
mente porque elementos estruturais secundários não são 



FIGURA 8.64 A estrutura quaternária da hemoglobina. As subunidades oq, a 2 , (3, e |3 2 nesse desenho estéreo de volume atômico 
estão coloridas em amarelo, verde, azul e ciano, respectivamente. Os grupos heme estão em vermelho. A proteína é vista ao longo 
de seu eixo de rotação molecular de ordem 2, que relaciona o protômero cqpj ao protômero a 2 p 2 . As instruções para ver os dese- 
nhos espaciais são dadas no apêndice deste capítulo. (Com base na estrutura por raios X determinada por Max Perutz, MRC Labo- 
ratory of Molecular Biology, Cambridge, Reino Unido. PDBid 2DHB.) 
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contínuos ao longo dos limites das subunidades (com a exce- 
ção ocasional de folhas p; ver adiante). 

3. Em torno de 56% das interfaces proteína-proteína contêm 
pontes salinas. Elas contribuem para a especificidade assim 
como para a estabilidade das associações entre as subunidades. 

Além disso, existem muito poucas ligações de hidrogênio e 
pontes salinas nas margens das regiões em contato. Não sur- 
preendentemente, os resíduos nas interfaces proteína-prote- 
ína são evolutivamente bem conservados, quando compara- 
dos a outros resídos de superfície. 

B. Simetria nas proteínas 

Na grande maioria das proteínas oligoméricas, os protômeros 
estão arranjados simetricamente; isto é, os protômeros ocupam 
posições geometricamente equivalentes no oligômero. Isso im- 
plica que cada protômero tenha esgotado toda sua capacidade 
de ligar outros protômeros; senão, se formariam oligômeros 
mais complexos. Como resultado dessa capacidade de ligação 
limitada, os protômeros agregam-se ao redor de um único pon- 
to para formar uma concha fechada, um fenômeno conhecido 
como simetria pontuai. No entanto, as proteínas não podem ter 
simetria de inversão ou especular, porque tais operações de si- 
metria converteriam resíduos quirais L para resíduos D. Então, 
as proteínas podem ter apenas simetria rotacional 

Vários tipos de simetria rotacional ocorrem em proteí- 
nas, como têm mostrado as determinações de estruturas por 
cristalografia de raios X: 

1. Simetria cíclica 

No tipo mais simples de simetria rotacional, a simetria 
cíclica, as subunidades estão relacionadas por um único eixo 


de rotação (Fig. 8.65a). Objetos com 2, 3,...,ou «-eixos rota- 
cionais apresentam simetria C 2 , C 3 ou C n , respectivamente. 
Um oligômero com simetria C n é constituído por n protô- 
meros que estão relacionados por rotações de (360/rc)°. A 
simetria C 2 é a simetria mais comum nas proteínas; simetrias 
cíclicas mais complexas são relativamente raras. 

Um modo comum de associação entre protômeros rela- 
cionados por eixos de rotação de ordem dois é a continuação 
de uma folha [3 através dos limites das subunidades. Nesses 
casos, o eixo de ordem dois é perpendicular à folha [3, de for- 
ma que duas fitas (3 de simetria equivalente fazem ligações de 
H antiparalelas. Desse modo, o sanduíche de duas folhas (3 de 
quatro fitas cada em um protômero de transtirretina (também 
conhecida como pré-albumina) estende-se por meio de um 
eixo de ordem dois para formar um sanduíche de duas folhas 
(3 de 8 fitas (Fig. 8.66). Os dois protômeros a(3 da hemoglobina 
também estão relacionados por simetria C 2 (Fig. 8.64). 

2. Simetria diédrica 

A simetria diédrica ( D n ), um tipo mais complicado de 
simetria rotacional, é gerada quando dois eixos de rotação, 
um de ordem n e outro de ordem dois, se interceptam em 
ângulos retos (Fig. 8.656). Um oligômero com simetria (Dj 
consiste em protômeros 2 n. A simetria D 2 é, de longe, o tipo 
mais comum de simetria diédrica em proteínas. 

As subunidades a e (3 da hemoglobina possuem estru- 
turas tão similares que, no tetrâmero a 2 [3 2 da hemoglobina, 
elas estão relacionadas por eixos rotacionais de pseudo- 
-ordem dois que são perpendiculares ao eixo de ordem dois 
exato do tetrâmero (que está no plano da Fig. 8.64, ver Seção 
10.2B). Assim, o tetrâmero é chamado de pseudossimétrico 
e tem uma simetria pseudo-D 2 . A estrutura por raios X da 
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(a) Simetrias cíclicas 
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(b) Simetrias diédricas 



FIGURA 8.65 Algumas simetrias possíveis de pro- 
teínas com protômeros idênticos. A forma oval, o 
triângulo, o quadrado e o pentágono nos finais das 
linhas tracejadas indicam, respectivamente, os eixos 
rotacionais de ordem 2, ordem 3, ordem 4 e ordem 
5 dos objetos mostrados, (a) Arranjos com simetrias 
cíclicas C# C 3 e C s . (b) Arranjos com simetrias diédri- 
cas Dy D ^ e D y Nestes modelos, um eixo de ordem 
2 é perpendicular aos eixos verticais de ordem 2, 
ordem 4 e ordem 3. (c) Arranjos com simetria T f Oe 
I. Observa-se que o tetraedro tem alguns, mas não to- 
dos, os elementos de simetria do cubo, e que o cubo e 
o octaedro têm a mesma simetria. (Ilustração, Irving 
Geis. Imagem da coleção de Irving Geis, Howard 
Hughes Medicai Institute, EUA. Figura impressa 
com permissão) jfo Ver Figuras animadas 
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FIGURA 8.66 Um dímero de transtirretina com seu eixo de 
ordem 2 {símbolo oval preto) visto de baixo. Cada protômero, 
que está colorido na ordem do arco-íris a partir de seu N-termi- 
nal (azul) ao seu C- terminal (vermelho), consiste em um barril 
(3 (de fato um sanduíche (3) contendo duas chaves gregas (Fig. 
8.50n). Observa-se como as duas folhas (3 continuam de modo 
antiparalelo no protômero de simetria relacionada, formando 
um sanduíche de duas folhas (3 de oito fitas. Na proteína nativa, 
dois desses dímeros associam-se de costas um para o outro, for- 
mando um tetrâmero com simetria D 2 . (Com base na estrutura 
por raios X de Colin Blake, Oxford University, Reino Unido. 
PDBid 2PAB.) 




glutamina-sintase revela que esta enzima é composta por 12 
subunidades idênticas que estão relacionadas por simetria D ó 
(Fig. 8.67). 

Em condições propícias, muitos oligômeros com simetria 
D n dissociam-se em dois oligômeros, cada um deles com si- 
metria C n (e que estão relacionados por dois eixos de rotação 
de ordem dois no oligômero D n ). Sob condições desnaturan- 
tes mais adstringentes, cada C„, por sua vez, dissocia-se em 
seus protômeros componentes. 


Subunidade 



Segmento 
da hélice 



Hélice 



FIGURA 8.67 Estrutura por raios X da glutamina-sintase 
da Salmonella typhimurium. A enzima consiste em 12 su- 
bunidades idênticas, aqui representadas na forma de vírgula, 
arranjadas em simetria D b . (a) Vista através do eixo de simetria 
de ordem 6, mostrando somente as seis subunidades do anel 
superior, em azul e verde alternadamente. As subunidades do 
anel inferior estão quase diretamente abaixo daquelas do anel 
superior. A proteína, incluindo suas cadeias laterais ( não mos- 
tradas), tem um diâmetro de 143 A. Os seis sítios ativos mostra- 
dos estão marcados por pares de íons Mn" ( esferas magenta ) 
ligados. O ADP (ciano) e o inibidor fosfinotricina (vermelho) 
também estão representados em um sítio ativo, (b) Vista lateral 
ao longo de um dos eixos de ordem dois da proteína, mostran- 
do somente suas oito subunidades mais próximas. A molécula 
estende-se por 103 A ao longo do eixo de ordem seis, que está 
vertical nesta visão. (Com base na estrutura por raios X deter- 
minada por David Eisenberg, UCLA, EUA. PDBid 1FPY.) 


FIGURA 8.68 Uma estrutura helicoidal composta por um úni 
co tipo de subunidade. 
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3. Outras simetrias rotacionais 

Tetraedros (T), cubos ou octaedros (O), dodecaedro 
ou icosaedros ( T), que consequentemente possuem 12, 24 e 
60 posições equivalentes, respectivamente (Fig. 8.65c), são 
os únicos outros tipos de objetos com simetria rotacional. 
Certos complexos multienzimáticos são baseados em sime- 
tria octogonal (Seção 21.2A), ao passo que outros possuem 
simetria icosaédrica (Seção 21.2Aa). As capas proteicas dos 
chamados vírus esféricos também possuem simetria icosaé- 
drica (Seção 33.2A). 

a. Simetria helicoidal 

Alguns oligômeros de proteínas têm simetria helicoidal (Fig. 
8.68). As subunidades quimicamente idênticas em uma hélice 
não são estritamente equivalentes, pois aquelas no final da hé- 
lice têm um ambiente diferente daquelas que estão no meio. 
Apesar disso, o ambiente de todas as subunidades em uma hé- 
lice longa, exceto por aquelas próximas ao seu final, são sufi- 
cientemente semelhantes, o que faz serem chamadas de quase 
equivalentes. As subunidades de várias proteínas estruturais, 
por exemplo, a da actina (Seção 35.3Ad) e a tubulina (Seção 
35.3Gc), organizam-se em fibras com simetria helicoidal. 

b. Como obter as coordenadas atômicas de estruturas 
quaternárias biologicamente funcionais 

Os cristais consistem em redes tridimensionais de unidades ce- 
lulares idênticas (a menor porção de uma rede cristalina que 
é repetida por tradução) que geralmente possui uma simetria 
interna. A unidade assimétrica do cristal é a única porção da 
unidade celular a partir da qual a unidade celular completa 
pode ser gerada por meio da operação de seus elementos de 
simetria. Em um cristal de uma proteína simétrica, se um ou 
mais eixos de simetria da proteína são coincidentes com o eixo 


de simetria da unidade celular, a unidade assimétrica possuiria 
um grupo dos protômeros da proteína através de simetria cris- 
talográfica. Alternativamente, as unidades assimétricas dos 
cristais de muitas proteínas oligoméricas contém uma ou mais 
proteínas completas; em cada caso seus protômeros são ditos 
relacionados por simetria não cristalográfica. 

O arquivo de coordenadas no Banco de Dados de 
Proteínas (PDB) para uma estrutura determinada por cris- 
talografia por raios X contém as coordenadas atômicas 
dos protômeros ocupando uma unidade assimétrica. Toda 
a estrutura cristalina pode ser então gerada pela aplicação 
da sua simetria cristalográfica. Assim, o arquivo de coor- 
denadas do PDB de uma proteína simétrica pode conter as 
coordenadas de somente um de seus vários protômeros si- 
metricamente relacionados. Além disso, em alguns casos, os 
contatos intermoleculares em um cristal podem ser suficien- 
temente parecidos com os contatos entre os protômeros em 
um oligômero, de forma que sua estrutura quaternária pode 
ser ambígua. 

Para minimizar essas dificuldades, procedimentos com- 
putadorizados foram esquematizado para gerar as coorde- 
nadas da molécula biologicamente funcional mais provável, 
com base em vários critérios, incluindo a maximização da 
área de superfície acessível para solventes que estão escon- 
didas após a formação do oligômero. As coordenadas das 
estruturas quaternárias mais prováveis de macromoléculas 
cujas estruturas foram determinadas por cristalografia por 
raios X estão disponíveis na página http://www.ebi.ac.uk/ 
msdsrv/prot_int/pistart.html. A unidade biológica também 
pode ser vista diretamente a partir da página “Resumo da 
Estrutura” correspondente no PDB , embora os dois algorit- 
mos nem sempre estej am de acordo. 
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FIGURA 8.69 Agentes de ligações cruzadas. O dimetilsuberimidato e o glutaraldeído são reagentes bifuncionais que reagem para 
ligar covalentemente dois resíduos de Lys. 
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C. Determinação da composição das subunidades 

Na ausência da determinação de estrutura por raios X ou por 
RM, o número de diferentes tipos de subunidades em uma 
proteína oiigomérica pode ser determinado pela análise dos 
grupos terminais (Seção 7.1 A). Em princípio, a composição de 
subunidades de uma proteína pode ser determinada comparan- 
do-se sua massa molecular com aquelas das subunidades que a 
compõem. Na prática, no entanto, dificuldades experimentais, 
como, por exemplo, a dissociação parcial de uma proteína su- 
postamente intacta e incertezas nas determinações das massas 
moleculares, seguidamente fornecem resultados errôneos. 

a. Agentes estabilizadores de oligômeros de ligação cruzada 

Um método para a análise da estrutura quaternária, que é 
especialmente útil para proteínas oligoméricas que se de- 


compõem facilmente, emprega agentes de ligação cruzada, 
como dimetilsuberimidato ou glutaraldeído (Fig. 8.69). Se 
a técnica for realizada com concentrações de proteína bai- 
xas o suficiente para eliminar reações intermoleculares, as 
reações de ligação cruzada unirão covalentemente somente 
as subunidades de uma molécula que estão distantes não 
mais do que o comprimento da ligação cruzada (supondo, é 
claro, que os aminoãcidos apropriados estejam presentes). 
A massa molecular de uma proteína com ligação cruzada 
impõe um limite menor em seu número de subunidades. 
Tais estudos podem também fornecer alguma indicação da 
distância entre as subunidades, especialmente se for utili- 
zada uma série de agentes de ligação cruzada de diferentes 
comprimentos. 


APENDICE: VISUALiZANDO ESTEREOFIGURAS 


Embora o mundo seja tridimensional, as imagens vistas são proje- 
tadas no plano bidimensional das retinas. A percepção de profundi- 
dade envolve uma visão binocular: as imagens sutilmente diferentes 
percebidas por cada olho são transformadas pelo cérebro em uma 
impressão tridimensional. 

As figuras bidimensionais de objetos tridimensionais comple- 
xos são difíceis de interpretar, porque a maioria das informações 
concernentes à terceira dimensão é suprimida. Essa informação 
pode ser recuperada ao se mostrar a cada olho a imagem que se- 
ria vista se o objeto tridimensional estivesse realmente sendo visto. 
Assim, um par estéreo consiste em duas imagens, uma para cada 
olho. Pontos correspondentes de cada par estéreo em geral são 
separados por cerca de 6 cm, a distância média entre os olhos hu- 
manos. Desenhos estéreos são normalmente gerados por compu- 
tadores, pois requerem precisão das relações geométricas entre os 
membros de um par estéreo. 

Ao observar uma figura estere a, deve-se abandonar os hábitos 
visuais da vida inteira, porque cada olho deve ver o objeto correspon- 
dente de modo independente. Visualizadores estão disponíveis comer- 
cialmente para ajudar nesta tentativa. No entanto, com algum treino 
e prática, resultados equivalentes podem ser obtidos sem esta ajuda. 

Para treinar a observação dessas imagens estéreas, é preciso 
estar ciente que cada olho vê uma imagem separada. Coloca-se o 
dedo cerca de 30 cm na frente dos olhos enquanto se fixa o olhar 
em algum objeto atrás dele. E possível perceber que são vistas duas 
imagens do dedo. Se, após um pouco de concentração, a pessoa ain- 
da estiver consciente de apenas uma única imagem, tenta-se piscar 
os olhos alternadamente para saber qual dos olhos está vendo a ima- 
gem percebida. Talvez cobrindo e descobrindo alternadamente este 
olho dominante enquanto fixa o olhar atrás de seu dedo, a pessoa 
consiga perceber o trabalho independente dos olhos. 


O princípio envolvido na visualização de uma figura estérea 
é fundir visualmente o membro esquerdo do par estéreo, visto 
pelo olho esquerdo, com o membro direito do par estéreo, visto 
pelo olho direito. Para fazê-lo, a pessoa deve sentar-se conforta- 
velmente junto a uma escrivaninha, centralizar seus olhos sobre 
uma figura, como a Fig. 8.70, e olhar através da figura em um pon- 
to (30 cm) abaixo dela. Deve tentar fundir visualmente os mem- 
bros centrais das quatro imagens fora de foco que vê. Se a pessoa 
for bem-sucedida, seu sistema visual se encaixará e essa imagem 
central fundida parecerá tridimensional. Ignoram-se as imagens 
externas. Talvez precise reposicionar levemente o livro, que deve 
ser perfeitamente mantido na horizontal, ou sua cabeça para tra- 
zer as duas imagens para o mesmo plano. Talvez ajude colocar o 
livro na beirada da escrivaninha, centralizar o dedo 30 cm abaixo 
do desenho e mirar o dedo enquanto se concentra no par estéreo. 
Outro truque é colocar a mão aberta ou um marcador de livro en- 
tre os olhos, de modo que o olho esquerdo veja apenas a metade 
esquerda do par estéreo e o olho direito, a metade direita, e então 
fundir as duas imagens. 

A última etapa na visualização de uma figura estérea é focali- 
zar na imagem e, ao mesmo tempo, manter a fusão. Isso pode não 
ser fácil, pois há a tendência de focalizar no ponto em que a visão 
converge. Aproximar ou afastar a cabeça da figura pode ajudar. A 
maioria das pessoas (inclusive os autores deste livro) precisa de uma 
certa prática para se tornar proficiente na visualização estérea sem 
o auxílio de um visualizador. Contudo, a informação tridimensional 
fornecida pelas figuras estéreas, sem contar o apelo estético, vale o 
esforço. De todo modo, as poucas figuras estéreas usadas neste li- 
vro-texto foram selecionadas pela clareza visual apenas; a visualiza- 
ção estérea simplesmente aprimorará a impressão de profundidade. 



FIGURA 8.70 Desenho estéreo de um te- 
traedro inscrito em um cubo. Quando visto 
apropriadamente, o ápice do tetraedro deve 
aparecer apontando para o observador. 
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RESUMO DO CAPÍTULO 


1 Estrutura secundária A ligação peptídica é restrita por efeitos 
de ressonância a uma conformação planar, trans. Interações estéri- 
cas limitam ainda mais as conformações do esqueleto polipeptídico 
por restringir os ângulos de torção, cfj e v|i, de cada grupo peptídico 
a três pequenas regiões do diagrama de Ramachandran. A hélice a, 
cujos ângulos de conformação estão dentro das regiões permitidas 
desse diagrama, é mantida pelas ligações de hidrogênio. A hélice 
3 10 , que é mais firmemente enrolada que a hélice a, situa-se em uma 
região ligeiramente proibida do diagrama de Ramachandram. Suas 
raras aparições se dão normalmente como terminações de uma vol- 
ta da hélice a. Nas folhas 3 pregueadas paralelas e antiparalelas, 
duas ou mais cadeias polipeptídicas quase totalmente estendidas 
associam-se de forma que cadeias vizinhas unem-se por ligações de 
hidrogênio. Essas folhas 3 têm uma torção para o lado direito quan- 
do vistas ao longo de suas cadeias polipeptídicas. A cadeia polipep- 
tídica muitas vezes inverte a direção por meio de uma curvatura (3. 
Outros arranjos da cadeia polipeptídica, que são conhecidos como 
conformações em espiral, são mais difíceis de descrever, mas não 
são menos ordenados do que as estruturas a e 3- 

2 Proteínas fibrosas As propriedades mecânicas das proteínas 
fibrosas podem ser frequentemente correlacionadas às suas estru- 
turas. A queratina, o principal componente do cabelo, dos chifres e 
das unhas, forma protofibrilas constituídas de dois pares de hélices 
a nos quais os membros de cada par são torcidos juntos em uma es- 
piral voltada para a esquerda. A maleabilidade da queratina diminui 
à medida que aumenta a quantidade das ligações cruzadas dissulfeto 
entre as protofibrilas. O colãgeno é o principal componente proteico 
dos tecidos conectivos. Cada terceiro resíduo é uma Gly, e muitos dos 
outros são Pro e Hyp. Isso permite ao colãgeno formar uma estru- 
tura de tripla-hélice, semelhante a uma corda, que tem grande força 
de tensão. Suas moléculas agregam-se de modo não coincidente para 
formar fibrilas que possuem ligações covalentemente cruzadas nos 
grupos derivados de suas cadeias laterais de His e Lys. As mutações 
no colãgeno ou a inativação das enzimas que o processam normal- 
mente causam a perda da integridade estrutural dos tecidos afetados. 

3 Pioteínas güobularas A precisão das determinações das estru- 
turas proteicas por raios X são limitadas pela desordem dos cristais 
a resoluções que estão na faixa de 1,5 a 3,0 A. Isso requer que a es- 
trutura das proteínas sej a determinada pelo ajuste de sua estrutura 
primária em seu mapa de densidade eletrônica. Várias evidências 
indicam que a estrutura cristalina das proteínas é quase idêntica à 
estrutura em solução. A estrutura de pequenas proteínas pode tam- 
bém ser determinada em solução por técnicas de RM de duas ou 
mais dimensões, que, quase sempre, produzem resultados seme- 
lhantes àqueles das estruturas determinadas por cristalografia por 
raios X. 

A estrutura terciária de uma proteína globular é o arranjo 
dos vários elementos da sua estrutura secundária juntamente com 
as disposições espaciais de suas cadeias laterais. Seus resíduos de 
aminoácidos tendem a se separar de acordo com a polaridade. 
Resíduos apoiares ocupam preferencialmente o interior de uma 
proteína, fora do contato com o solvente aquoso, enquanto resíduos 
polares carregados estão localizados na superfície. Resíduos pola- 
res não carregados podem ocorrer em ambas as situações, mas, se 
forem internos, formam ligações de hidrogênio com outros grupos 
proteicos. O interior de uma molécula de proteína assemelha-se a 
um cristal de uma molécula orgânica no que se refere à eficácia de 


empacotamento. Proteínas maiores muitas vezes dobram-se em dois 
ou mais domínios que podem ter propriedades independentes tanto 
funcional como estrutural mente. Certos grupos de elementos estru- 
turais secundários, conhecidos como motivos ou estruturas superse- 
cundárias, ocorrem repetidamente como componentes de proteínas 
globulares. Eles combinam-se de diversas maneiras para formar um 
padrão de dobramento, isto é, a estrutura terciária de um domínio. 
Entre os padrões de dobramento comuns em uma proteína globular 
estão os padrões de dobramento das globinas, os feixes de 4 hélices, 
vários barris 3 (para cima e para baixo, chave grega e rocambole), o 
barril a/ 3 e as várias folhas 3 abertas. As coordenadas atômicas de 
—70.000 proteínas e ácidos nucleicos cujas estruturas foram deter- 
minadas estão arquivadas no Banco de Dados de Proteínas (PDB). 
Essas macromoléculas podem ser examinadas visualmente pelo uso 
de vários programas gráficos moleculares e podem ser analisadas 
por programas que comparam e classificam suas estruturas de mui- 
tas maneiras. 

4 Estabilidade proteica As proteínas apresentam estruturas na- 
tivas muito pouco estáveis que se formam como resultado de um 
balanço entre várias forças não covalentes às quais estão sujeitas: 
interações iônicas e dipolares, ligações de hidrogênio e forças hi- 
drofóbicas. As interações iônicas são relativamente fracas em so- 
luções aquosas devido aos efeitos de solvatação da água. As várias 
interações entre dipolos permanentes e induzidos, chamadas cole- 
tivamente de forças de van der Waals, são ainda mais fracas e são 
eficazes somente a curta distância. Todavia, em função de seu gran- 
de número, elas têm uma influência cumulativamente importante 
na estrutura das proteínas. As forças das ligações de hidrogênio são 
muito mais direcionais do que outras forças não covalentes. No en- 
tanto, elas adicionam pouca estabilidade à estrutura proteica, pois 
as ligações de H que as proteínas nativas formam internamente são 
apenas um pouco mais fortes do que aquelas que as proteínas desdo- 
bradas formam com a água. Apesar disso, uma vez que a maioria das 
ligações de hidrogênio é local, uma proteína pode dobrar-se estavel- 
mente somente quando quase todas as ligações de H internas pos- 
síveis foram formadas. Por isso, a ligação de H é importante na es- 
pecificação da estrutura nativa da proteína. A hidratação de grupos 
apoiares resulta na ordenação desfavorável da estrutura da água, 
dando origem às forças hidrofóbicas. A proteína minimiza essas in- 
terações desfavoráveis ao se dobrar de maneira a retirar seus grupos 
apoiares do contato com o solvente aquoso. O fato de que a maio- 
ria dos desnaturantes de proteínas interfere no efeito hidrofóbico 
demonstra a importância das forças hidrofóbicas na estabilização 
da estrutura das proteínas nativas. As ligações dissulfeto frequente- 
mente estabilizam as estruturas nativas de proteínas extracelulares. 
As proteínas de organismos (hiper)termófilos têm T m mais altas do 
que as correspondentes em organismos mesófilos. Várias proteínas 
hipertermófilas são estabilizadas pela extensa rede de pontes salinas 
na superfície. 

5 Estrutura quaternária Muitas proteínas são feitas de agrega- 
dos de subunidades (que podem ou não ser idênticas) não covalen- 
temente ligadas. A maioria das proteínas oligoméricas é rotacio- 
nalmente simétrica. Os protômeros de várias proteínas fibrosas são 
relacionados por simetria helicoidal. As estruturas quaternárias das 
proteínas são melhor elucidadas usando técnicas de raios X ou RM. 
Na falta dessas, estudos de ligações cruzadas podem indicar a com- 
posição de subunidades de uma proteína oligomérica. 
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EXERCÍCIOS DE BIOINFORMÁTICA 

Os Exercícios de bioinformática estão disponíveis em www.wiley.com/college/voet 

Capítulo 8 

Visualização de estruturas proteicas tridimensionais usando Jmol e Pymol 

1. Obtendo informação estrutural. Compare diferentes predições de estruturas secundárias para uma dada sequência proteica, depois 
inspecione a estrutura cristalográfica por raios X. 

2. Explorando o Banco de Dados de Proteínas. Aprenda como localizer e baixar arquivos de estruturas proteicas específicas, sequências 
e imagens. Explore fontes educacionais adicionais e links para biologia estrutural adicional. Examine os arquivos de estrutura proteica e use 
Jmol e Pymol para visualizar a proteína e salientar as características selecionadas. 

3. Famílias proteicas. Identifique proteínas homólogas em outros bancos de dados estruturais. 

PROBLEMAS 


1. Qual é o comprimento de uma seção de hélice a em uma ca- 
deia polipeptídica de 20 resíduos? Qual é seu comprimento quando 
está totalmente estendida (toda trans )? 

*2. Ao examinar as Fig. 8.7, fica claro que o ângulo de conforma- 
ção (J) de polipeptídeos é mais restrito que o ijj. Porém, referindo- 
-se à Fig. 8.4, ou, melhor ainda, ao examinar um modelo molecular, 
indique as fontes das interferências estéricas que limitam os valores 
permitidos de 4» quando <ji = 180. 

3. Para uma cadeia polipeptídica constituída de "y-aminoácidos, 
determine a nomenclatura da hélice análoga à hélice 3 ig de um 
a-amino ácido. Assuma que a hélice tem um passo de 9,9 A e uma 
elevação de 3,2 Á por resíduo. 

*4. A Tabela 8.7 (p. 276) fornece os ângulos de torção, 4» e v|i, da li- 
sozima de clara ovo de galinha para os resíduos 24-73 desta proteína 
de 129 resíduos, (a) Qual é a estrutura secundária dos resíduos 26- 
35? (b) Qual é a estrutura secundária dos resíduos 42-53? (c) Qual é 
a identidade provável do resíduo 54? (d) Qual é a estrutura secun- 
dária dos resíduos 56-68? (e) Qual é a estrutura secundária dos resí- 
duos 69-71? (f) Que outra informação, além dos ângulos de torção 4» 
e *|/ de cada um destes resíduos, é necessária para definir a estrutura 
tridimensional de uma proteína? 

5. O fio de cabelo se quebra mais facilmente ao longo do eixo 
de sua fibra, enquanto as unhas tendem a romper no sentido trans- 
versal ao dedo, em vez de ao longo deste. Quais são as direções das 
fibrilas de queratina no cabelo e nas unhas? Explique seu raciocínio. 

6. Qual é a taxa de crescimento, em voltas por segundo, de uma 
hélice a em um fio de cabelo que cresce 15 cm por ano? 

7. As poliprolinas podem formar uma tripla-hélice semelhante à 
do colágeno? Explique. 

8. Presuma que você é o chefe de engenharia da Mãe Natureza, e 
tem a tarefa de desenhar uma hélice ot de cinco voltas destinada a ter 
sua meia circunferência imersa no interior de uma proteína. Indique 
a projeção helicoidal de seu protótipo de hélice a e sua sequência de 
aminoácidos (ver Fig. 8.43a). 

9. A p-aminopropionitrila é eficaz na redução da formação de 
excesso de tecido em uma cicatriz (embora seu uso seja contrain- 
dicado por efeitos colaterais). Qual é o mecanismo de ação deste 
latirogênio? 

*10, Visite a página do Banco de Dados de Proteínas (PDB) no 
endereço http://www.rcsb.org/ (para esse exercício, você não deve 
usar o navegador Safari, porque ele não é completamente compa- 
tível com CE). Para explorar a estrutura da -y-B cristalina, clique 


no botão “Enter a PDB id or keyword”, digite 4GCR no campo a 
sua direita e clique no botão "Site Search". A esquerda da janela 
"Structure Summary" que aparece, clique em "PDB File" abaixo 
de " Display Files " e inspecione o arquivo que aparece, (a) Quantos 
resíduos têm esta proteína e quantas moléculas de água foram en- 
contradas associadas a esta estrutura cristalina? (b) Desenhe o dia- 
grama do esqueleto de resíduos de uma Arg, uma Glu e uma Tyr e 
classifique seus átomos usando a nomenclatura utihzada no arquivo 
PDB. (c) Quais são as coordenadas atômicas do átomo S de uma 
Cys 32? Qual é a identidade do átomo 1556, marcado com “QXT”? 

(d) Volte à página “Structure Summary” e, no "Display Qptions 1 ' 
à direita, examine a estrutura da proteína usando o visualisador de 
sua escolha. Você pode ver que a proteína é composta de dois do- 
mínios aparentemente semelhantes e bem separados? (e) Para clas- 
sificar estruturalmente esta proteína, retorne a página “Structure 
Summary” e diga de que maneiras diferentes o SCOP e o CATH 
(próximo a parte inferior da página) classificam estas proteínas, (f) 
Para comparar estruturalmente dois domínios de proteínas vá ao 
CE (http://cl.sdsc.edu/) em seu navegador e, na janela subsequente, 
cÜque em “Two Chains”. Na janela que aparecerá, tanto para cadeia 
1 quanto para cadeia 2, clique no botão "PDB digite 4GCR no 
campo a sua direita e cheque o “User Fragment From:”. Então, para 
a Cadeia 1 entre na faixa de 1 a 83 e para a Cadeia 2 entre na faixa 
de 84 a 174. Clique agora em “Calculate Alignment” (no topo). A 
janela que aparecerá mostra as sequências alinhadas de dois peptí- 
deos com base em suas estruturas. Qual é a porcentagem da iden- 
tidade dos dois peptídeos (parte superior a direita)? Descreva os 
intervalos, se houver, deste alinhamento. Agora clique em “Press to 
Start Compare 3D”. A janela que aparecerá mostra os esqueletos de 
C H sobrepostos de dois segmentos de peptídeos em azul e magenta. 
Gire este modelo clicando sobre o mesmo e arrastando o mouse. 
Descreva o que você vê. O que é “RMSDi A)” ( root mean square 
deviation in À) dos segmentos dos esqueletos sobrepostos? Qual é 
o significado do segmento curto, em branco, da cadeia? O que são 
os dois segmentos em cinza? Clique nos resíduos específicos na se- 
quência abaixo para salientar suas posições nas estruturas alinhadas. 

* 11 . Usando um visualizador gráfico molecular, inspecione as estru- 
turas das seguintes proteínas como indicado pelas suas identidades no 
PDB (PDBid). Desenhe os diagramas topológicos correspondentes 
e nomeie o padrão de dobramento, se houver um padrão, para cada 
domínio na proteína, (a) 1 RCP, (b) 1 RCB, (c) 1 TNF, (d) 2 CMD, 

(e) 1 RHD, e (f) 2 TA A. (Nota: embora todas estas proteínas consis- 
tam em somente um tipo de subunidade, alguns dos arquivos do PDB 
contêm as coordenadas para mais de uma cadeia. Sua tarefa será sim- 
plificada se você mostrar somente uma dessas cadeias [suas estruturas 
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TABELA 8.7 Ângulos de torção (4>> 40 P ara os resíduos 24 a 73 da lisozima de ovo de galinha 


Número do resíduo 

Aminoácido 

<f> (graus) 

*1» (graus) 

Número do resíduo 

Aminoácido 

<f> (graus) 

v|/ (graus) 

24 

Ser 

-60 

147 

49 

Gly 

95 

-75 

25 

Leu 

-49 

-32 

50 

Ser 

-18 

138 

26 

Gly 

-67 

-34 

51 

Thr 

-131 

157 

27 

Asn 

-58 

-49 

52 

Asp 

-115 

130 

28 

Trp 

-66 

-32 

53 

Tyr 

-126 

146 

29 

Vai 

-82 

-36 

54 

XXX 

67 

-179 

30 

Cys 

-69 

-44 

55 

Ile 

-42 

-37 

31 

Ala 

-61 

-44 

56 

Leu 

-107 

14 

32 

Ala 

-72 

-29 

57 

Gin 

35 

54 

33 

Lys 

-66 

-65 

58 

Ile 

-72 

133 

34 

Phe 

-67 

-23 

59 

Asn 

-76 

153 

35 

Glu 

-81 

-51 

60 

Ser 

-93 

-3 

36 

Ser 

-126 

-8 

61 

Arg 

-83 

-19 

37 

Asn 

68 

27 

62 

Trp 

-133 

-37 

38 

Phe 

79 

6 

63 

Trp 

-91 

-32 

39 

Asn 

-100 

109 

64 

Cys 

-151 

143 

40 

Thr 

-70 

-18 

65 

Asn 

-85 

140 

41 

Glu 

-84 

-36 

66 

Asp 

133 

8 

42 

Ala 

-30 

142 

67 

Gly 

73 

-8 

43 

Thr 

-142 

150 

68 

Arg 

-135 

17 

44 

Asn 

-154 

121 

69 

Thr 

-122 

83 

45 

Arg 

-91 

136 

70 

Pro 

-39 

-43 

46 

Asn 

-110 

174 

71 

Gly 

-61 

-11 

47 

Thr 

-66 

-20 

72 

Ser 

-45 

122 

48 

Asp 

-96 

36 

73 

Arg 

-124 

146 


Fonte: Imoto, T., Johnson, L.N., North, A.C.T., Phillips, D.C., e Rupley, J.A., in Boyer, P.D. (Ed.), The Enzymes (3rd ed.), Vol. 7, p. 693-695, Academic Press 
(1972). 


são praticamente idênticas]. Se você usar a versão autônoma do Jmol 
como seu visualizador (um tutorial sobre o Jmol está em “Student 
Companion Site” em www://www.wiley.com/college/voet), isto pode 
ser feito facilmente digitando, por exemplo, “restrict *a” na janela 
Console para restringir a visualização para a cadeia A. Para proteí- 
nas que consistem em mais de um domínio, verifique cada domínio 
individualmente usando a mesma técnica [p. ex., depois de digitar 
“restrict *a”, digite “restrict *1-20”, aparecerão os resíduos 1-20 da 
cadeia A] . Uma cadeia polipeptídica é mais facilmente acompanhada 
se for mostrada nas formas de esqueleto [backbone], desenho anima- 
do [Cartoons], fitas [ribbons], folhas ou traços e se tiver determinadas 
as cores para os Grupos abrindo o Console e digitando o comando 
“color group all” [que colore a cadeia, do N- ao C-terminal, na ordem 
do arco-íris, do azul ao vermelho].) 

12 . É comum dizer que as proteínas são bem grandes se compara- 
das às moléculas que elas ligam. Entretanto, o que é uma molécula 
grande depende do ponto de vista. Calcule a proporção do volume 
de uma molécula de hemoglobina (65 kDa) ao das quatro moléculas 
de 0 2 que ela liga. Calcule também a proporção do volume de um 
escritório -padrão (4X4X3 m) com o volume do trabalhador que o 
ocupa (70 kg). Considere que os volumes moleculares da hemoglo- 
bina e do 0 2 estão em igual proporção às suas massas moleculares 
e que o trabalhador tem uma densidade de 1,0 g * cm -3 . Compare 
essas proporções. É a resposta que você esperava? 

13. Por que as forças de dispersão de London são sempre de 
atração? 


14. Geralmente, as proteínas ligadas a membranas estão intima- 
mente associadas com os grupos apoiares das moléculas de lipídeos 
(Seção 12.3 A). Explique como os detergentes afetam a integrida- 
de estrutural das proteínas de membrana em comparação com seus 
efeitos em proteínas globulares normais. 

15. A capa proteica do vírus do tomato bushy stunt consiste em 
180 subunidades quimicamente idênticas, cada uma delas compos- 
ta de —386 resíduos de aminoãcidos. A probabilidade de que um 
aminoácido errado seja incorporado na biossíntese de uma cadeia 
polipeptídica é de 1 parte em 3.000 por resíduo. Calcule o número 
médio de subunidades da capa proteica que teria que ser sintetizado 
de forma a produzir uma capa virai perfeita. Que número seria este 
se a capa virai fosse uma única cadeia polipeptídica com o mesmo 
número de resíduos que ela de fato possui? 

16. Estabeleça as simetrias rotacionais de cada um dos seguin- 
tes objetos: (a) uma estrela-do-mar, (b) uma pirâmide de base 
quadrada, (c) uma caixa retangular e (d) uma bipirâmide de base 
triangular. 

*17. Por meio do uso de seu visualizador gráfico molecular favorito, 
estabeleça as simetrias rotacionais das proteínas com os seguintes 
PDBids: (a) 1 TIM, (b) 1 TNF, (c) 6 PKF e (d) 1 AI Y. (Nota: quando 
usar o Jmol, as cadeias polipeptídicas individuais serão diferenciadas 
mais facilmente se as proteínas forem vistas na forma de esqueleto, 
desenho, fitas, folhas ou traço e as cores das cadeias determinadas [o 
que fará com que cada cadeia polipeptídica tenha uma cor diferente; 
p. ex. Cor>Estrutura>Desenho>Esquema>Cadeia].) 
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18 , A mioglobina e as subunidades da hemoglobina são polipep- 
tídeos de tamanho e estrutura semelhantes. Compare a proporção 
esperada entre resíduos de amino ácidos polares e apoiares na mio- 
globina e na hemoglobina. 

19 , A hemoglobina falciforme (HbS) difere das hemoglobinas de 
adultos humanos normais (Hb A) por uma única alteração mutacio- 
nal, Glu (36 — » Vai, que faz as moléculas da HbS se agregarem em 
condições apropriadas (Seção 7.3A). Sob certas condições, os fila- 
mentos de HbS que se formam à temperatura corporal se desagre- 
gam quando a temperatura baixa a 0°C. Explique. 

20, Indique uma evidência experimental que seja inconsistente 
com a hipótese de que a ureia e o íon guanidina agem para desna- 
turar proteínas por competirem com as suas ligações de hidrogênio 
internas. 

21, Proteínas em solução com frequência são desnaturadas se a 
solução for agitada violentamente o suficiente para formar espuma. 
Indique o mecanismo deste processo. (Dica: os grupos apoiares de 
detergentes estendem-se no ar na interface ar- água.) 

22, Uma proteína oligomérica em um tampão diluído de pH 7 dis- 
socia-se em suas subunidades quando exposta aos seguintes agentes. 
Quais destas observações não sustentam a afirmação de que a es- 
trutura quaternária da proteína é estabilizada exclusivamente pelas 
interações hidrofóbicas? Explique, (a) Cloreto de guanidina 6 M, 


(b) etanol 20%, (c) NaCl 2 M, (d) temperaturas abaixo de 0°C, (e) 
2-mercaptoetanol, (f) pH 3 e (g) SDS 0,01 M. 

* 23 . A eletroforese de uma proteína em gel de poliacrilamida com 
SDS produz duas bandas correspondentes a massas moleculares de 
10 e 17 kDa. Depois de interligar esta proteína com dimetilsuberi- 
midato em uma diluição suficiente para excluir as ligações cruzadas 
intermoleculares, a eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS 
fornece 12 bandas com massas moleculares de 10, 17, 20, 27, 30, 37, 
40, 47, 54, 57, 64 e 74 kDa. Presumindo que o dimetilsuberimida- 
to pode formar ligações cruzadas somente com as subunidades que 
contata, faça um diagrama da estrutura quaternária da proteína. 

*24. Os mamíferos possuem duas formas distintas geneticamente, 
mas bastante relacionadas, da lactato-desidrogenase (LDH): o tipo 
M (que predomina no músculo esquelético) e o tipo H (que predo- 
mina no tecido cardíaco). Antes de se conhecer a estrutura por raios 
X da LDH, seu estado oligomérico foi determinado dissociando-se 
a LDH do tipo M e do tipo H nas subunidades que a compõem e 
então reconstituindo a mistura. Esse tratamento produziu cinco iso- 
zimas eletroforeticamente distintas (isozimas são enzimas catalíti- 
ca e estruturalmente semelhantes, mas geneticamente distintas, do 
mesmo organismo), M 4 , M 3 H, M 2 H 2 , MH 3 e H 4 , demonstrando então 
que o LDH é um tetrâmero. Quais são as quantidades relativas de 
cada isozima formada quando são hibridizadas quantidades equimo- 
lares de M 4 e H 4 ? 
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Dobramento Proteico, 
Dinâmica e Evolução 
Estrutural 


1 Dobramento proteico: teoria e experimentação 

A. Renaturação proteica 

B. Determinantes no dobramento proteico 

C. Rotas de dobramento 

2 Proteínas acessórias do dobramento 

A. Proteína-dissulfeto-isomerase 

B . Pe pti d i 1-pro I i l-c/s-írans-i so m erase 

C. Chaperonas moleculares: o sistema GroEL/ES 

3 Estrutura proteica: predição e engenharia 

A. Predição da estrutura secundária 

B. Predição da estrutura terciária 

C. Engenharia proteica 

4 Dinâmica proteica 

5 Doenças conformacionais: amlloides e príons 

A. Doenças causadas por amiloides 

B. Doença de Alzheimer 

C. Doenças causadas por príons 

6 Evolução Estrutural 

A. Estruturas dos citocromos c 

B. Duplicação de genes 


Nos capítulos anteriores, foi visto como as proteínas são 
construídas a partir de seus componentes. Isso coloca o in- 
divíduo em uma posição semelhante à de um mecânico que 
aprendeu a remover e recolocar o motor de um automóvel 
sem ter ideia de como o motor funciona. O que se precisa 
para entender como uma proteína funciona é conhecer os 
tipos de movimentos internos que ela pode e deve fazer de 
forma a poder desempenhar suas funções biológicas e tam- 
bém a maneira como ela chega até sua estrutura nativa. Nos 
termos desse mecânico, deseja-se entender as operações de 
“engrenagem” e “alavanca” com as quais a proteína realiza 
as suas funções. Esse é um problema de enorme comple- 
xidade, cuja solução começa-se a entender. Será visto nos 
próximos capítulos, por exemplo, que mesmo que o meca- 
nismo catalítico de muitas enzimas de estrutura conhecida 
tenha sido esclarecido em grandes detalhes, ainda não se 
pode dizer que é possível entender completamente esses 
mecanismos. Isso porque nossa compreensão das manei- 
ras como os grupos componentes das proteínas interagem 
entre si está longe de ser completa. Mesmo com a grande 
importância que as proteínas têm para nós, ainda não foi 
possível passar além do nível de compreensão do mecânico 
hipotético. 


Neste terceiro, dos quatro capítulos sobre estrutura pro- 
teica, será considerado o comportamento temporal das pro- 
teínas. Inicia-se com o problema de como, especificamente, 
os polipeptídeos de estrutura espacial aleatória se dobram 
formando as suas respectivas estruturas nativas e como esse 
processo é facilitado por outras proteínas. Segue-se uma con- 
sideração do progresso alcançado na predição das estruturas 
proteicas com base nas sequências de aminoácidos e na com- 
preensão das propriedades dinâmicas das proteínas, isto é, a 
natureza e o significado funcional dos movimentos internos 
das proteínas. Depois estudam-se as doenças causadas por 
alterações na conformação das proteínas. Finalmente discu- 
te-se sobre a evolução das proteínas, iniciada na Seção 7.3, 
mas em termos das suas estruturas tridimensionais. 

1 DOBRAMENTO PROTEICO: TEORIA E 
EXPERIMENTAÇÃO 

A solução do chamado problema do dobramento proteico, 

isto é, determinar como e porque as proteínas dobram-se 
em suas conformações nativas, é considerado um dos gran- 
des desafios da bioquímica. As primeiras noções sobre o do- 
bramento proteico postularam a existência de “moldes” que 
de alguma forma fariam com que as proteínas assumissem 
as respectivas conformações nativas. T al explicação lança a 
questão de como é que as proteínas se dobram, pois, mes- 
mo que as afirmações fossem verdadeiras, alguém ainda teria 
que explicar como é que o molde chegou até a sua confor- 
mação. De fato, as proteínas dobram-se espontaneamente em 
suas conformações nativas, em condições fisiológicas adequa- 
das. Isso implica no fato de que a estrutura primária de uma 
proteína determina a estrutura tridimensional. Em geral, sob 
condições apropriadas, as estruturas biológicas se automol- 
dam de forma a não necessitarem de moldes externos para 
guiarem a sua formação. 

A. Renaturação proteica 

Embora evidências de que as proteínas poderiam ser desna- 
turadas de forma reversível tenham sido acumuladas desde a 
década de 1930, não foi antes de 1957 que os elegantes expe- 
rimentos de Christian Anfinsen com a RNase A pancreática 
bovina colocou a renaturação proteica em bases quantitati- 
vas. A RNase A, uma proteína de cadeia única com 124 resí- 
duos, pode ser completamente desdobrada e as suas quatro 
ligações dissulfeto clivadas por redução em solução de ureia 
8 M contendo 2-mercaptoetano! (Fig. 9.2). Retirando a ureia 
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FIGURA 9.1 (Desenho de T.A. Bramley, in Robson, B., Trends Biochem. Sei 1, 50 [1976]. Impresso com a permissão de Elsevier 
Biomedical Press, 1976.) 


por diálise e expondo a solução resultante a O, em pH 8, 
produz-se uma proteína quase 100% ativa e nzimaticam e nte 
e fisicamente indistinguível da RNase A nativa. A proteína 
deve, portanto, ter se renaturado de forma espontânea. 
Qualquer ideia de que isso ocorre somente porque a RNase 



desnaturada 

reduzida 


FIGURA 9.2 Desnaturação redutora e renaturação oxidativa 
da RNase A. (Ilustração, Irving Geis. Imagem da coleção de 
Irving Geis, Howard Hughes Medicai Institute. Reimpressa 
com permissão.) 


A não é totalmente desnaturada pela ureia 8 M foi descar- 
tada, porque uma RNase A enzimaticamente ativa pode ser 
produzida por síntese química (Seção 7.5). 

Para que a renaturação aconteça, a RNase A necessi- 
ta que suas quatro ligações dissulfeto sejam regeneradas. A 
probabilidade de um dos oito resíduos de Cys formar alea- 
toriamente a ligação dissulfeto com o par apropriado (nati- 
vo) e não com qualquer um dos outros sete resíduos Cys é 
de 7; a probabilidade de que um dos seis resíduos Cys rema- 
nescentes forme aleatoriamente a ligação dissulfeto correta 
é de e assim por diante. A probabilidade total de a RNase 
A refazer as quatro ligações dissulfeto nativas de maneira 
aleatória é de: 

1111 1 

— x — x — x — = — 

7 5 3 1 105 

Assim, fica claro que as ligações dissulfeto da RNase A não 
se restabelecem de maneira aleatória em condições de rena- 
turação. 

Se a RNase A é reoxidada em ureia 8 M de forma que 
as ligações dissulfeto sejam restabelecidas enquanto a cadeia 
polipeptídica estiver em uma estrutura tridimensional alea- 
tória, então, depois da remoção da ureia, a RNase A será 
apenas aproximadamente 1 % ativa. Essa proteína desorga- 
nizada pode se tornar totalmente ativa se for exposta a uma 
quantidade mínima de 2-mercaptoetanol que, em cerca de 
10 horas, catalisa reações de troca de ligação dissulfeto até 
que a estrutura nativa seja obtida. Sob condições fisiológi- 
cas, portanto, o estado nativo da RNase A é, muito prova- 
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FIGURA 9.3 Mecanismo plausível da reação de troca de dissulfeto catalizada por tiol- ou por enzimas em uma proteína. A fita 
roxa representa o esqueleto polipeptídico da proteína. O grupo tiol ligado deve estar em sua forma tiolato ionizada. 


velmente, a conformação termodinamicamente mais estável 
(se a proteína tiver uma conformação que é mais estável do 
que a do estado nativo, a conversão a esta conformação mais 
estável deve envolver uma barreira de ativação tão alta que 
a torna cineticamente inacessível; os processos de velocidade 
são discutidos na Seção 14. 1C). 

O tempo para a renaturação da RNase A desorganizada 
é reduzido para cerca de 2 minutos pelo uso de uma enzima, a 
proteína-dissulfeto-isomerase (PDI), que catalisa as reações 
de troca entre as ligações dissulfeto (na realidade, foi a supo- 
sição de que o dobramento in vivo para o estado nativo não 
necessitaria mais do que poucos minutos que levou à desco- 
berta dessa enzima). A própria PDI contém dois sítios ativos 
com resíduos de Cys, que devem estar na forma — SH para 
que a isomerase seja ativa. A enzima, evidentemente, catalisa 
a clivagem e reorganização aleatória das ligações dissulfeto 
da proteína (Fig. 9.3), trocando-as assim enquanto a proteína 
atinge de forma progressiva conformações termodinamica- 
mente mais favoráveis. A PDI será discutida na Seção 9.2A. 

a. As proteínas que sofrem modificação pòs-traducional 
podem não renaturar prontamente 
Muitas proteínas desorganizadas são renaturadas pela ação 
da PDI e não são afetadas por ela quando estiverem no es- 
tado nativo (suas ligações dissulfeto, quando clivadas pela 
PDI, formam-se de novo rapidamente, porque as regiões das 
proteínas nativas estão com conformações mais estáveis). 
Em proteínas modificadas após a tradução, entretanto, as 
ligações dissulfeto podem servir para manter uma proteína, 
que de outra forma seria instável, em seu estado nativo. O 
hormônio insulina, por exemplo, formado por duas cadeias 
polipeptídicas unidas por duas ligações dissulfeto (Fig. 7.2), 
é inativado pela PDI. Essa observação levou à descoberta de 
que a insulina é derivada de uma cadeia única, um precur- 
sor de 84 resíduos chamado proinsulina (Fig. 9.4). Somente 
após a formação das ligações dissulfeto é que a proinsulina é 
convertida no hormônio de duas cadeias ativas, pela excisão 
proteolítica específica de um segmento interno de 33 resí- 
duos, conhecido como sua cadeia C. Todavia, dois conjuntos 
de observações sugerem que a cadeia C não dirige o dobra- 
mento das cadeias A e B, mas sim, as mantém juntas duran- 
te a formação das ligações dissulfeto nativas: (1) sob condi- 


ções apropriadas de renaturação, a insulina nativa é obtida 
da insulina desorganizada em apenas 25 a 30%, proporção 
que aumenta para 75% quando as cadeias A e B estiverem 
quimicamente em ligação cruzada; e (2) a comparação en- 
tre sequências de proinsulinas de várias espécies indica que 
as mutações são aceitas nas cadeias C a uma taxa oito vezes 
maior do que nas cadeias A e B. 
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FIGURA 9.4 Estrutura primária da proinsulina pordna. A ca- 
deia C (em marrom) é removida proteoliticamente entre as ca- 
deias A e B para formar o hormônio maduro. (Segundo Chance, 
R.E., Ellis, R.M., e Brommer, W.W., Science 161, 165 [1968].) 
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B. Determinantes do dobramento proteico 

Na Seção 8.4, foram discutidas as várias interações que esta- 
bilizam a estrutura da proteína nativa. Nesta seção, será pos- 
sível estender a discussão considerando como estas intera- 
ções estão organizadas nas proteínas nativas. Lembre-se que 
somente uma pequena fração das muitas possíveis sequên- 
cias de polipeptídeos parece ter conformações estáveis úni- 
cas. É óbvio que a evolução selecionou tais sequências para 
uso em sistemas biológicos. 

a. Estruturas em folhas e em hélices podem predominar nas 
proteínas simplesmente porque preenchem o espaço de 
forma eficiente 

Por que as proteínas contêm uma proporção tão alta (cerca 
de 60% na média) de hélices a e folhas p pregueadas? Por 
causa das interações hidrofóbicas, embora a influência res- 
ponsável por estes núcleos apoiares compactos das proteínas 
não tenha especificidade para restringir os polipeptídeos a 
conformações específicas. De forma semelhante, a observa- 
ção de que os segmentos polipeptídicos na conformação espi- 
ral não possuem um número menor de ligações de hidrogênio 
do que as hélices e as folhas sugere que a necessidade de liga- 
ções de hidrogênio não é o fator limitante para as conforma- 
ções dos polipeptídeos. Ken Dill mostrou que, em vez disso, 
parece que, em polímeros compactos, as hélices e as folhas se 
formam principalmente como consequência de impedimentos 
estéricos. Simulações exaustivas das conformações que as ca- 
deias flexíveis simples podem adotar (como as de um colar de 
pérolas) indicam que a proporção de hélices e folhas aumenta 
dramaticamente com o nível de compactação das cadeias (nú- 
mero de contatos intracadeias); isto é, as hélices e as folhas 
são estruturas particularmente compactas. Assim, muitas das 
formas de compactar uma cadeia envolvem a formação de hé- 
lices e folhas. Em proteínas nativas, tais elementos de estrutu- 
ra secundária estão em sintonia para formar hélices a e folhas 
(3 devido a um pequeno número de tipos de forças, como li- 
gações de hidrogênio, pareamento iônico e interações de van 
der Waals. São provavelmente estas forças dominantes, mas 
mais específicas, que “selecionam” a estrutura nativa única 
de uma proteína dentre o relativamente pequeno número de 
conformações compactas que podem ser geradas de forma 
hidrofóbica (lembre-se de que a maior parte das ligações de 
hidrogênio em proteínas liga resíduos que estão muito próxi- 
mos entre si na sequência da proteína; Seção 8.4Bb). 

b. O dobramento das proteínas é guiado principalmente pelos 
resíduos internos 

Numerosos estudos de modificação em proteínas têm sido fei- 
tos com o propósito de determinar o papel das várias classes 
de resíduos de aminoácidos no dobramento proteico. Em um 
estudo particularmente revelador, os grupos amino primário li- 
vres da RNase A (resíduos de Lys e o N-terminal) foram modi- 
ficados pela introdução de cadeias de poli-DL-alanina com oito 
resíduos. De forma instigante, essa grande cadeia de poli-Ala, 
solúvel em água, pode ser introduzida simultaneamente nos 1 1 
grupos amina livres da RNase sem alterar de forma significati- 
va a conformação nativa da proteína ou a capacidade de se re- 
dobrar. Uma vez que esses grupos amina livres estão todos lo- 
calizados no exterior da RNase A, essa observação sugere que 
os resíduos internos das proteínas são os principais responsáveis 
pelo dobramento na conformação nativa. Conclusões seme- 


lhantes foram feitas a partir de estudos da estrutura e da evo- 
lução das proteínas (Seção 9.6): as mutações que modificam 
resíduos da superfície são aceitas com mais frequência e têm 
menos probabilidade de afetar as conformações de uma pro- 
teína do que as modificações de resíduos internos. Portanto, 
não surpreende que os transtornos no dobramento causados 
por concentrações pequenas de agentes desnaturantes indicam 
que o dobramento proteico é guiado por forças hidrofóbicas. 

c. A estrutura das proteínas é organizada hierarquicamente 
As grandes subunidades proteicas consistem em domínios, 
isto é, de segmentos da cadeia polipeptídica contíguos, com- 
pactos e separáveis fisicamente. Além disso, George Rose 
mostrou que os domínios são constituídos por subdomínios, 
que, por sua vez, consistem em subdomínios e assim por 
diante. Conceitualmente, isso significa que, se um segmen- 
to polipeptídico de qualquer comprimento, em uma pro- 
teína nativa, for visto como um cordão emaranhado, pode 
ser encontrado um único plano que divida o cordão em so- 
mente dois segmentos, em vez de muitos segmentos menores 
(como aconteceria se uma bola de fios de lã fosse cortada 
neste sentido). Isso é facilmente demonstrado ao se colorir 
o primeiro resíduo n/2 de um domínio de n resíduos de ver- 
melho, e o segundo resíduo n/2 de azul. Se esse processo for 
feito, como mostrado na Fig. 9.5 para o caso de uma proteína 
com alto potencial ferro-enxofre (HiPIP), fica claro que as 
regiões em vermelho e azul não se misturam a cada estágio 
do processo. Fica evidente então que as estruturas proteicas 
são organizadas hierarquicamente, isto é, as cadeias polipep- 



FIOURâ 9.5 Organização hierárquica das proteínas globula- 
res. A estrutura por raios X de uma proteína com alto poten- 
cial de ferro-enxofre (HiPIP) é representada com os átomos C a 
mostrados como esferas. No topo do desenho, os primeiros re- 
síduos n/2 desta proteína de n resíduos (onde n = 71) estão co- 
loridos de vermelho, e os resíduos n/2 restantes, de azul. Na se- 
gunda fileira, o processo é repetido de forma que, à direita, por 
exemplo, a primeira e a última metade da segunda metade da 
proteína estão em vermelho e azul, e o restante da cadeia está 
em cinza. Na terceira fileira, o processo é novamente repetido. 
Observe que, em cada estágio desta hierarquia, as regiões em 
vermelho e azul não se misturam. (Cortesia de George Rose, 
Johns Hopkins University School of Medicine, EUA, e Robert 
Baldwin, Stanford University School of Medicine, EUA.) 
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tídicas formam estruturas compactas locais que se associam 
a estruturas similares adjacentes (em sequência) para formar 
estruturas compactas maiores, etc. Claramente, essa organi- 
zação estrutural é consistente com a observação de que as in- 
terações por ligações de hidrogênio que ocorrem nas proteí- 
nas são, em sua maioria, locais (Seção 8.4Bb). Isso também 
tem implicações importantes no processo de dobramento de 
polipeptídeos para formar as proteínas nativas (Seção 9.1C). 

d. As estruturas proteicas são altamente adaptáveis 

As proteínas globulares têm densidades de empacotamento 
comparáveis àquelas dos cristais orgânicos (Seção 8.3Bc), 
pois as cadeias laterais interiores se aj ustam com uma com- 
plementaridade perfeita. Para verificar se esse fenômeno 
é um determinante importante na estrutura das proteínas, 
Eaton Lattman e Rose analisaram 67 proteínas globulares de 
estrutura conhecida para apurar a existência de interações 
preferenciais entre as cadeias laterais. Porém, não encon- 
traram nenhuma indicação, mostrando assim que, ao menos 
nas proteínas globulares, o dobramento proteico determina o 
empacotamento , mas este não determina o dobramento. Essa 
conclusão é corroborada pela ampla ocorrência de famílias 
proteicas cujos membros possuem o mesmo dobramento, 
mesmo que possam ser tão longinquamente relacionadas que 
não haja nenhuma semelhança reconhecível na sequência (p. 
ex., proteínas com o barril a/[3; Seção 8.3Bh). 

Estudos posteriores indicaram que há um enorme número 
de maneiras pelas quais os resíduos internos de uma proteína 
podem se empacotar de forma eficiente. Isso foi mostrado mais 
claramente por Brian Matthews em uma extensa série de estu- 
dos com a lisozima T4 (um produto do bacteriófago T4), nos 
quais as estruturas por raios X de mais de 300 variações de mu- 
tantes desta enzima monomérica de 164 resíduos foram compa- 
radas. A substituição de um ou de poucos resíduos no núcleo 
hidrofóbico da lisozima T4 foi acomodada principalmente por 
modificações locais no esqueleto da proteína, em vez de qual- 
quer mudança estrutural global. Em muitos casos, a lisozima 
T4 pode acomodar a inserção de mais de quatro resíduos sem 
maiores mudanças estruturais ou mesmo de perda da atividade 
enzimática. Além disso, determinações da atividade enzimáti- 
ca de 2.015 substituições de apenas um resíduo na lisozima T4 
indicaram que somente 173 desses mutantes tiveram uma dimi- 
nuição significativa na atividade enzimática. Fica claro, então, 
que as estruturas proteicas são altamente recuperáveis. 

e. A estrutura secundária pode depender do contexto 

A estrutura de uma proteína nativa é determinada pela sua 
sequência de amino ácidos, mas quanto da conformação de 
um dado segmento polipeptídico é influenciado por proteínas 
que estejam próximas? A estrutura por ressonância magnética 
(RM) da proteína GB1 (o domínio BI da proteína G do es- 
treptococo, que auxilia a bactéria a escapar das defesas imuno- 
lógicas do hospedeiro ligando- a ao anticorpo proteico imimo- 
globulina G) revela que este domínio de 56 resíduos, que não 
possui ligações dissulfeto, consiste em uma longa hélice a que 
se posiciona através de uma folha 0 mista de 4 fitas (Fig. 9-6). 
Nos experimentos de mutagênese, realizados por Peter Kim, 
a sequência “camaleão” de 11 resíduos AWTVEKAFKTF 
foi feita para substituir tanto os resíduos 23 a 33 da hélice a 
da GB1 (AATAEKFVFQY na GB1; uma mudança de 7 re- 
síduos) para produzir Chm-a, quanto os resíduos 42 a 52 do 



FIGURA 9.6 A estrutura por RM da proteína GB1. Os resí- 
duos 23 a 33 estão em verde, e os resíduos 42 a 53, em ciano. O 
resíduo 11 da sequência “camaleão” AWTVEKAFKTF pode 
ocupar as duas posições sem alterar de forma significante a con- 
formação do esqueleto da proteína nativa. (Estrutura por RM 
determinada por Angela Gronenbom e Marius Clore, National 
Institutes of Health, Bethesda, Maryland, EUA. PDBid 1GB1.) 

grampo 0 C-terminal (EWTYDDATKTF na GB1; uma mu- 
dança de 5 resíduos), para produzir Chm-|3. Tanto a Chm-a 
quanto a Chm-|3 mostram um desdobramento térmico rever- 
sível típico de proteínas globulares compactas formadas por 
um único domínio. Além disso, os e seus espectros 2D por RM 
indicam que cada uma assume uma estrutura semelhante à da 
GB 1 nativa. As medidas por RM também demonstraram que 
o peptídeo “camaleão” isolado (Ac-AWTVEKAFKTF-NH 2 , 
onde Ac é acetil) tem, em solução, uma estrutura desdobra- 
da, o que indica que essa sequência não tem uma preferência 
maior pela conformação em hélice a ou pela conformação em 
folha (3. Isso sugere que a informação que especifica estrutu- 
ras secundárias de hélice a ou folha 0 pode não ser local; isto 
é, efeitos dependentes do contexto podem ser importantes no 
dobramento das proteínas (contudo, ver Seção 9.1Ci). 

f. Mudanças no dobramento das proteínas 
As proteínas que apresentam apenas cerca de 20 % de iden- 
tidade nas sequências podem ser estruturalmente semelhan- 
tes. Qual seria o grau de mudança necessário na sequência de 
uma proteína para que ela se dobrasse de outra forma e assim 
se convertesse em outra proteína? Essa questão foi respondi- 
da ao menos para a proteína GB1 devido à descoberta de que 
a mudança de 50% de seus 56 resíduos a converte no dobra- 
mento da proteína Rop (de repressor ofprimer, um regulador 
transcricional). A Rop é um homodímero cujas subunidades 
de 63 resíduos formam, cada uma, um motivo aa (Fig. 8.46c) 
que se dimeriza com seus eixos de ordem 2 perpendiculares 
ao eixo da hélice, formando um feixe de 4 hélices (Fig. 9.7). 
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FIGURA 9.7 A estrutura por raios X da proteína Rop, um ho- 
modímero de motivos aot que se associa para formar um feixe de 
4 hélices. Com a mudança de 50% de seus resíduos, a proteína 
GB1, cuja estrutura é mostrada na Fig. 9.6, adota a estrutura da 
proteína Rop. Uma das subunidades da estrutura mostrada aqui 
é colorida de acordo com a sequência do polipeptídeo derivado 
da GB1, com os resíduos idênticos nas duas proteínas nativas em 
roxo, os resíduos inalterados da GB1 nativa em magenta, os resí- 
duos idênticos à Rop nativa em ciano e os resíduos diferentes nas 
duas proteínas nativas em verde. O N-terminal desta subunidade 
está abaixo, à direita. (Estrutura por raios X de Demetrius Tser- 
noglou, Università di Roma, Roma, Itália. PDBid 1ROP.) 

Cerca de 50% dos resíduos da GB1 foram mudados com base 
em um algoritmo de predição de estrutura secundária (Seção 
9.3Ad) com base em minimização da energia e em modela- 
gem visual para produzir um novo polipeptídeo, denominado 
Janus (por causa do Deus romano de duas faces da mitologia 
grega), que é 41% idêntico à Rop. Desse modo, permanece- 
ram os resíduos da GB 1 com alta propensão a formar hélices, 
enquanto que nas regiões que seriam de hélice a, os resíduos 
com alta propensão a formar folhas p foram substituídos 
(a propensão para formar hélices e folhas será discutida na 
Seção 9.3Aa). Apropriadamente, nas posições a e d de uma 
região de repetição de sete resíduos, foram incorporados resí- 
duos hidrofóbicos (Fig. 8.26) para formar o feixe de 4 hélices 
do núcleo da Rop. Também foram feitas mudanças de resí- 
duos para mimetizar a distribuição de cargas da superfície da 
Rop. Medidas feitas por fluorescência e por RM revelam que 
o Janus assume uma conformação estável semelhante à da 
Rop. Esses estudos indicam que nem todos os resíduos têm a 


mesma importância na definição de um padrão de dobramen- 
to específico. A sequência de Janus, na verdade, está muito 
mais relacionada àquela da GB1 (50% de identidade) do que 
à da Rop (41 % de identidade) , mesmo que estruturalmente 
seja mais semelhante à da Rop. 

g. Multas proteínas são desdobradas no estado nativo 
Nos últimos anos tornou-se evidente que muitas proteínas 
nativas inteiras e longos segmentos proteicos (> 30 resíduos) 
são totalmente desdobrados. Tais proteínas intrinsicamente 
desordenadas carecem de estrutura terciária específica e são 
portanto compostas por um conjunto de conformações. Elas 
são caracterizadas por sequências de baixa complexidade, bai- 
xa proporção dos aminoácidos hidrofóbicos volumosos que 
formam o núcleo das proteínas globulares (Vai, Leu, Ile, Met, 
Phe, Trp, e Tyr), e alta proporção de certos aminoácidos pola- 
res e carregados (Gin, Ser, Pro, Glu, Lys, Gly, e Ala). Técnicas 
de predição de estrutura baseadas nas sequências de aminoá- 
cidos (Seção 9.3) indicam que a proporção de proteínas de- 
sordenadas no estado nativo aumenta com a complexidade do 
organismo, sendo que a predição de —2% das proteínas de 
archeia, —4% das proteínas de eubactérias e —33% das pro- 
teínas de eucariotos contém longas regiões desordenadas. 

A maioria das proteínas desordenadas no estado nativo 
liga-se especificamente a outras moléculas, como proteínas, 
ácidos nucleicos ou componentes da membrana, e, ao fazer 
isso, dobram-se em estruturas secundárias ou terciárias está- 
veis. Por exemplo, o domínio induzido por cinase fosforilada 
(pKID de phosphorilated kinase-inducible domain ) do fa- 
tor de transcrição chamado proteína de ligação ao elemento 
de resposta a AMP cíclico (CREB, de cydic AMP response 
element-binding protein) é desordenado quando livre em so- 
lução, mas dobra-se a uma conformação ordenada quando se 
liga ao domínio de ligação KID da proteína de ligação à CREB 
(CBP, de CREB-binding protein; Fig. 9.8). Aparentemente, a 
maior flexibilidade das proteínas desordenadas no estado na- 



F1GU31. 9.8 A ligação do domínio pKID de CREB de rato 
ao domínio de ligação a KID da CBP de camundongo. pKID, 
cujo esqueleto está representado na forma de alça ( cor-de - 
-rosa), está destruturado quando livre em solução {esquerda), 
mas forma duas hélices perpendiculares quando ligada ao do- 
mínio de ligação a KID {direita). A imagem a direita mostra a 
estrutura de RM do complexo pKID -domínio de ligação a KID, 
com as cadeias laterais da fosfoSer 133 e da Leu 141 de KID 
representadas na forma de esfera e bastão com os átomos de C 
em verde, O em vermelho e P em amarelo e com o domínio de 
ligação a KID (cinza) representado por sua superfície acessível 
ao solvente. ( Cortesia de Peter Wright, Scripps Research Insti- 
tute, La Jolla, Califórnia, EUA. PDBid 1KDX.) 
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tivo as capacita a realizar uma busca conformacional relati- 
vamente desempedida quando ligada às suas moléculas-alvo. 
Tem sido sugerido, também, que uma proteína globular estru- 
turada teria de ser duas a três vezes maior do que uma pro- 
teína desordenada para fornecer o mesmo tamanho da inter- 
face intermolecular e, assim, o uso de proteínas desordenadas 
proporciona economia genética e reduz o aglomerado intrace- 
lular. As regiões desordenadas também podem auxiliar no 
transporte de proteínas através da membrana (Seção 12.4Ea) 
e facilitar a degradação seletiva de proteínas (Seção 32.6B). 

As funções das proteínas desordenadas no estado nativo 
são bastante variáveis. Sua função mais comum parece ser de 
ligação a sequências específicas do DNA para facilitar pro- 
cessos como replicação, transcrição, reparo e transposição 
(Capítulo 30). No entanto, elas também têm sido envolvidas 
em uma variedade de outras funções, como transdução de 
sinal intracelular (Capítulo 19), formação de sítios de fosfori- 
lação em proteínas cuj as atividades são reguladas por fosfo- 
rilação (Seção 18. 3 C) e em ajudar outras proteínas e RN As a 
dobrar-se em suas conformações nativas (Seção 9.2C). 


C. Rotas de dobramento 

Como uma proteína se dobra em sua conformação nativa? 
Claro que não se espera responder a essa pergunta detalha- 
damente até que se possa entender por que as estruturas pro- 
teicas são estáveis. Além disso, o processo de dobramento 
é de uma complexidade enorme. Contudo, como será visto 
em seguida, um esboço de como ocorre o processo de dobra- 
mento das proteínas até formarem suas conformações nati- 
vas está começando a ser delineado. 

O mecanismo mais simples de dobramento que se pode 
considerar propõe que a proteína explora aleatoriamente to- 
das as conformações possíveis até que eventualmente esbarre 
na sua conformação nativa. Um cálculo simples feito primeira- 
mente por Cyrus Levinthal, entretanto, demonstrou de forma 
convincente que esse não é o caso: considere que os ângulos 
de torção do esqueleto 2n, 4> e v|j, de uma proteína de n resí- 
duos tenham, cada um, três conformações estáveis. Isso produz 
3 2 ' 1 — 10" conformações possíveis para a proteína, o que é uma 
estimativa grosseira, pois, nessa simplificação, as cadeias late- 
rais são totalmente ignoradas. Se uma proteína explorar novas 
conformações a cada 10 s (velocidade na qual as ligações sim- 
ples se reorientam), o tempo, t, em segundos, necessário para 
que ela explore todas as conformações possíveis será: 





Para uma proteína pequena de n = 100 resíduos, t = 10 K ' s, 
tempo imensamente superior à idade aparente do universo 
(cerca de 13,7 bilhões de anos = 4,3 X 10 17 s). 

Obviamente, a menor das proteínas levaria um tempo 
absurdamente longo para alcançar sua conformação nativa 
se explorasse aleatoriamente todas as conformações possí- 
veis. Isso é conhecido como paradoxo de Levinthal. Contudo, 
algumas proteínas se dobram em suas conformações nativas 
em menos de alguns microssegundos. Por essa razão, assim 
como Levinthal sugeriu, as proteínas se dobram nas suas 
conformações nativas por meio de rotas diretas, ou por um 
conjunto de rotas, nas quais a aproximação ao estado nativo 


é acompanhada por um aumento abrupto na sua estabilidade 
conformacional (diminuindo a sua energia livre). 

a. São necessárias medições rápidas para o monitoramento 
do dobramento das proteínas 

Estudos de dobramento de diversas proteínas pequenas, 
com um único domínio, incluindo a RNase A, o citocromo 
cea apomioglobina (uma mioglobina que não possui grupo 
heme) indicaram que essas proteínas se dobram em grau sig- 
nificativo em um tempo de um milissegundo ou menos após 
terem voltado às condições nativas. Portanto, para que as 
fases iniciais do processo de dobramento sejam observadas, 
as proteínas desnaturadas devem retornar à condição nativa 
em um tempo significantemente menor. Isso é feito com mais 
frequência usando -se um mecanismo rápido de mistura tal 
como o stopped-flow (Fig. 9.9), no qual uma solução proteica 
que esteja em um pH que desnature a proteína, ou que con- 
tenha cloreto de guanidina ou ureia em alta concentração, 
muda rapidamente o pH ou é diluída para iniciar o dobra- 
mento. A maior parte desses instrumentos têm um tempo 
morto (o intervalo entre o tempo em que tem início a mistura 
e o tempo em que medições significativas possam ser feitas) 
maior que —0,5 ms. Entretanto, mecanismos de mistura ul- 
trarrápidos com um tempo morto de pelo menos 40 ijls foram 
desenvolvidos recentemente. 

Uma técnica alternativa envolve o redobramento de pro- 
teínas desnaturadas a baixa temperatura. (Para proteínas cujo 
dobramento tem tanto o A H como o A S positivos, o decrésci- 
mo na temperatura as desestabiliza [Tabela 3.2]. Uma vez que 
AG = A H- TAS, essas proteínas são instáveis e desnaturam 
quando T < AH! AS. Para muitas dessas proteínas, podem ser 
encontradas condições de solubilização nas quais essa tempe- 
ratura é maior que 0 o C). O redobramento de uma proteína 
desnaturada por baixa temperatura é iniciado por um salto de 
temperatura no qual a solução é aquecida com um pulso de 
laser infravermelho de 10 a 30°C em menos de 100 ns. 

Com qualquer um dos métodos anteriores, o dobramen- 
to proteico deve ser monitorado por meio de alguma técnica 
que possa relatar mudanças estruturais rápidas em uma pro- 
teína. As três técnicas mais usadas são: (1) espectroscopia de 
dicroísmo circular (DC, de circular dichroism ); (2) troca pul- 
sada HD seguida por espectroscopia de RM-2D ou espectro- 
metria de massa e (3) transferência de energia de ressonância 
de fluorescência (FREI , de fluorescence resonance energy 
transfer). Esses métodos serão discutidos a seguir. 


Fonte de luz 



FIGURA 9.9 O mecanismo de stopped-flow . A reação é 
iniciada por uma descarga rápida e simultânea do conteúdo 
das duas seringas através do misturador. Ao alcançar o relé, a 
seringa aciona o computador para que se inicie o monitoramen- 
to óptico da reação (por sua luz visível/UV, fluorescência ou 
espectro CD). 
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FIGURA 9.10 Espectro de absorbânda UY dos três aminoáei- 
dos aromáticos, fenilalanina, triptofano e tirosina. Note que a 
absorbância molar, e, está representada em escala logarítmica. 
(Segundo Wetlaufer,D.B.,Adv. Prol Chem. 7,310 [1962].) 

b. 0 espectro de dicroísmo circular das proteínas é um 
Indicativo da conformação 

Os polipeptídeos absorvem fortemente na região ultraviole- 
ta (UV) do espectro (X. = 100 a 400 nm), em grande parte, 
porque as cadeias laterais aromáticas (aquelas de Phe, Trp 
e Tyr) têm um grande coeficiente de extinção molar (Seção 
5. 3 Ca) nessa região do espectro (variando de 10 a 1.000; Fig. 
9.10). Já os polipeptídeos não absorvem a luz visível (X = 400 
a 800 nm), de modo que não possuem cor. 

Para moléculas quirais como as proteínas, e tem valo- 
res diferentes para as luzes polarizadas circularmente para 
direita e para esquerda, e l e e R , respectivamente. A varia- 
ção com o X da diferença dessas grandezas, Ae = e l - e R , 
constitui o espectro de dicroismo circular (DC) do soluto 
em questão (para moléculas não quirais, e L = e r , portanto 
elas não possuem espectro de DC). Em proteínas, hélices 
a, folhas (3 e espirais aleatórias exibem espectros de DC 
característicos (Fig. 9.11). Assim, o espectro de DC de um 
polipeptídeo fornece uma estimativa grosseira de sua es- 
trutura secundária. 

c. A troca pulsada H/D fornece detalhes estruturais sobre a 
forma de como a proteína se dobra 

A troca pulsada H/D, um método desenvolvido por Walter 
Englander e Robert Baldwin, é a única técnica conhecida 
que pode seguir o curso temporal de resíduos individuais 
de uma proteína em dobramento. Prótons fracamente ací- 
dicos ( 1 H), como aqueles da amina e de grupos hidroxüicos 
(X — H), trocam com prótons da água, um processo conhe- 
cido como troca de hidrogênio, que pode ser demonstrado 
com o uso de água deuterada (D a O ; o deutério [D ou H] é 
um isótopo estável de H): 

X— H + D 2 O X— D + HOD 


FIG DBA 9.11 Espectro de dicroísmo drcular (CD) de polipep- 
tídeos. As conformações de hélice a, folha (3 e espiral aleatória 
(rc, de random coil ) dos peptídeos foram determinadas a partir 
dos espectros de CD de proteínas com estruturas por raios X 
conhecidas. Comparando esses espectros com o espectro de ab- 
sorção da Fig. 9.10, pode-se ver que Ae = e l - e R é uma diferença 
pequena de dois números grandes. (Segundo Saxena, V.P., e 
Wetlaufer, D.B., Proc. Natl Acad. Sei. 66, 971 [1971].) 

Uma vez que ] H tem um espectro de RM em uma variação 
de frequência diferente daquela de D, a troca de H por D 
pode ser prontamente seguida por espectroscopia por RM. 
Em condições fisiológicas, moléculas orgânicas pequenas, 
tais como aminoácidos e dipeptídeos, trocam completamen- 
te seus prótons acídicos fracos por D em tempos variando de 
milissegundos a segundos. As proteínas apresentam numero- 
sos prótons que podem ser trocados, particularmente aque- 
les dos grupos amida de seus esqueletos. Entretanto, prótons 
que pertencem a ligações de hidrogênio não são trocados 
com o solvente e, além disso, os grupos no interior de uma 
proteína nativa não estão em contato com o solvente. 

Pelo uso de RM-2D (Seção 8.3Ac), as trocas pulsadas 
H/D podem ser usadas para seguir o tempo de duração do 
dobramento proteico. A proteína em questão, normalmente 
com suas ligações dissulfeto nativas intactas, é desnaturada 
por cloreto de guanidina ou por ureia em solução de D 2 0, de 
forma que todos os átomos de nitrogênio da proteína tornam- 
-se deuterados (N — D). O dobramento é então iniciado em 
um aparelho stopped-flow diluindo a solução desnaturante 

com ^O, enquanto, ao mesmo tempo, o pH é reduzido de 
forma a interromper a troca de hidrogênio (quando está pró- 
ximo da neutralidade, as reações de troca de hidrogênio são 
catalisadas por OH” e, assim, suas velocidades são altamente 
dependentes do pH). Depois de pré-ajustar o tempo de do- 
bramento, t ( , o pH é rapidamente aumentado (usando-se uma 
terceira seringa engatilhada independentemente, também 
chamada de pulso marcado) para iniciar a troca de hidrogê- 
nio. Os átomos de nitrogênio do peptídeo cujos átomos D não 
formaram ligações de hidrogênio no tempo t f fazem a troca 
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com o enquanto aqueles que estão realizando ligação de 
hidrogênio no tempo t f , e, portanto, não estão disponíveis 
para a troca, permanecem deuterados. Depois de um curto 
período de tempo (10 a 40 ms), o pulso de marcação é encer- 
rado, reduzindo-se rapidamente o pH (com uma quarta serin- 
ga). O dobramento pode ser então concluído, e a proporção 
em que cada local sofre a troca é determinada por RM-2D (os 
picos no espectro de prótons por RM-2D devem ser previa- 
mente determinados) . Repetindo a análise com vários valores 
de t„ o tempo de duração da formação das ligações de hidro- 
gênio de cada resíduo pode ser determinado. 

Os estudos por RM e por troca pulsada de H/D não indi- 
cam diretamente as estruturas dos dobramentos intermediá- 
rios. Entretanto, se a estrutura nativa da proteína que está 
sendo investigada for conhecida (como é na maioria das ve- 
zes) e se for feita a suposição de que as proteínas se dobram 
sem formar estruturas secundárias que não estej am presentes 
na proteína nativa, o espectro por 2D-RM revela o tempo de 
duração da formação de elementos da estrutura nativa j unta- 
mente com a velocidade com que ela é excluída do solvente. 

O tempo de dobramento de uma proteína também pode 
ser monitorado pela combinação de troca pulsada H/D com 
espectrometria de massa. Neste método, uma proteína parcial- 
mente deuterada é fragmentada com pepsina (uma protease 
que age nas condições ácidas necessárias para prevenir trocas 
de hidrogênio; Tabela 7.2), os fragmentos resultantes são se- 
parados por HPLC, e o seu grau de deuteração é determinado 
por espectrometria de massa. Esse método não fornece infor- 
mação estrutural em nível de resíduo de aminoácidos como a 
RM fornece. No entanto, ao contrário da RM, ela pode deter- 
minar se uma amostra contém subpopulações de fragmentos 
proteicos com diferentes graus de deuteração, consequente- 
mente, que seguiram diferentes vias de dobramento. 

d. A transferência de energia de ressonância de 
fluorescência monitora distâncias 
Fluorescência é o fenômeno pelo qual uma molécula ou grupo 
eletronicamente excitado decai ao seu estado basal pela emis- 
são de umfóton. O estado inicial excitado decai rapidamente, 
através de um processo não radioativo (p. ex., aquecimento; 
Seção 24.2Aa), a um estado excitado de menor energia antes 
do fóton ser emitido. Consequentemente, o espectro de emis- 
são da molécula ou do grupo possui um comprimento de onda 
maior do que seu espectro de absorção (Fig. 9.12). 

Quando duas moléculas ou grupos fluorescentes, um 
doador (D) e um aceptor (A), estão a 100 Á um do outro e 
D é eletronicamente excitado (por um laser com um compri- 
mento de onda dentro de seu espectro de absorção), parte da 
energia de excitação é transferida de D para A, 

D* + A D + A* 


onde o asterisco indica um estado eletronicamente excitado. 
A emitirá fluorescência em seu espectro de emissão caracte- 
rístico (Fig 9.12), cuj a intensidade pode ser medida. Esse fenô- 
meno é conhecido por transferência de energia de ressonância 
de fluorescência (FRET, de fluorescence resonance energy 
transfer). Sua eficiência E, a fração da energia transferida para 
o aceptor por evento de excitação do doador, é dado por 


E ~ 


1 + ( r/R 0 ) 




FIGURA 9,12 Diagrama esquemático do espectro de absor- 
ção e de emissão de um doador e de um aceptor na técnica de 
transferência de energia ressonante de fluorescência. Note que 
o espectro de absorção ocorre em comprimentos de onda mais 
curtos do que o espectro de emissão correspondente e que o 
espectro de emissão do doador deve sobrepor o espectro de ab- 
sorção do aceptor (dano) para ocorrer o FRET. 

onde réa distância entre D e A, e R 0 , sua distância Fôster 
(chamada após Theodor Fõster, quem formulou a teoria 
para o mecanismo de transferência de energia não radioa- 
tiva em larga escala), é o valor de r em que a eficiência do 
FRET é 50%. R u varia com o grau de sobreposição entre o 
espectro de emissão do doador e o espectro de absorção do 
aceptor (Fig. 9.12), bem como com a orientação relativa en- 
tre o doador e o aceptor. Consequentemente, a intensidade 
da fluorescência do aceptor é indicativo da distância entre D 
e A, assim como das suas orientações. 

Em proteínas, D e A podem ser as cadeias laterais de re- 
síduos de Trp e Tyr. O número e a localização desses resíduos 
na proteína de interesse pode ser manipulado por mutagênese 
sítio-dirigida (Seção 5.5Gc). Alternativamente, grupos fluores- 
centes podem ser covalentemente ligados à cadeias reativas 
tais como Cys, que também podem ser localizadas através de 
mutagênese sítio-dirigida. Medidas de FRET podem então ser 
usadas para rastrear como as distancias entre resíduos especí- 
ficos variam com o tempo no dobramento proteico. 

e. Os eventos iniciais do dobramento das proteínas se 
iniciam com um colapso hidrofóbico 
As medidas com stopped-flow-CD indicam que para a maio- 
ria, se não para todas as proteínas pequenas e formadas por 
um único domínio, muitas estruturas secundárias que estão 
presentes nas proteínas nativas se formam poucos milissegun- 
dos após o início do dobramento . Esse processo é chamado 
de fase explosiva, pois os eventos de dobramento subsequen- 
tes ocorrem com intervalos de tempo muito mais longos. As 
medidas de trocas pulsadas de H/D dessas pequenas proteí- 
nas mostram que alguma proteção contra a troca de hidrogê- 
nio, em alguns elementos de estrutura secundária, acontece- 
rá após cerca de 5 ms após o início do dobramento. 

Uma vez que as proteínas globulares possuem um núcleo 
hidrofóbico compacto, é razoável chamar a força que guia o 
dobramento de colapso hidrofóbico, no qual os grupos hidro- 
fóbicos das proteínas se unem de forma a expulsar a maior 
parte das moléculas de água à sua volta. O raio de giro dos 
polipeptídeos é então dramaticamente reduzido (em um po- 
lipeptídeo de 100 resíduos, cerca de 30 a 15 Â). Geralmente, 
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esse é um fenômeno característico de polímeros, quando 
transferidos de um solvente bom a um solvente fraco. 

Esse mecanismo de colapso hidrofóbico confirma a ob- 
servação de que o corante hidrofóbico 8-anilina-l-naftale- 
nossulfonato (ANS) 



NH a 


8-anilina- 1-naftalenossulf onato 

(ANS) 

se liga a proteínas dobradas. O ANS passa por um aumento sig- 
nificativo na sua fluorescência quando passa a um meio apoiar. 
Esse aumento é observado dentro da fase explosiva quando o 
ANS estiver presente em uma solução de uma proteína que 
estiver em processo de dobramento. Uma vez que se espera 
que o ANS se ligue preferencialmente a grupos hidrofóbicos, 
este dado indica que o núcleo hidrofóbico de uma proteína se 
forma rapidamente assim que se inicia o dobramento. 

O estado de colapso inicial de uma proteína dobrada é 
conhecido como glóbulo fundido. Tais espécies têm um raio 
de giro que é somente 5 a 10% maior que o da proteína na- 
tiva, e já têm proporções significativas tanto da estrutura 
secundária nativa quanto do dobramento total. Entretanto, 
as cadeias laterais de um glóbulo fundido são extensivamen- 
te desordenadas, sua estrutura oscila muito mais do que na 
proteína nativa e têm uma estabilidade termodinâmica insig- 
nificante. Todavia, para continuar a se dobrar até o estado 
nativo, a cadeia polipeptídica precisa passar por grandes re- 
arranjos no núcleo lotado da proteína parcialmente dobrada. 

f. Estrutureis terciárias semelhantes às estruturas nativas 
aparecem durante os eventos intermediários do dobramento 

Depois da fase explosiva, as proteínas pequenas exibem um 
aumento de ligações ao ANS, seguidas de mudanças em seus 
espectros e de aumento da proteção contra a troca H/D. Esses 
eventos intermediários durante o dobramento ocorrem tipica- 
mente em um intervalo de tempo de 5 a 1.000 ms. Esse é o está- 
gio no qual as estruturas secundárias se tornam estáveis e suas 
estruturas terciárias começam a se formar. Acredita-se que nes- 
sa etapa elementos semelhantes aos da estrutura nativa adotam 
a forma de subdomínios, ainda não totalmente organizados, 
para formar então os domínios da proteína. As cadeias laterais 
provavelmente ainda estão móveis, de forma que nesse estágio 
a proteína pode ser descrita como um conjunto de estruturas 
intimamente relacionadas e rapidamente interconversíveis. 

g. Os eventos finais do dobramento frequentemente 
necessitam de vários segundos 

No estágio final do dobramento, a proteína atinge a sua es- 
trutura nativa. Para tanto, o polipeptídeo deve passar por 
uma série de movimentos complexos que permitam a aqui- 
sição de um núcleo nativo relativamente rígido e ligações de 


hidrogênio, enquanto as moléculas de água remanescentes 
são expelidas do núcleo hidrofóbico. No caso de proteínas 
pequenas formadas por um só domínio, isso acontece em um 
intervalo de tempo de vários segundos ou menos. 

h. Teoria da paisagem do dobramento das proteínas 
A concepção clássica do dobramento de proteínas era de que 
elas se dobrariam por uma série de intermediários bem-de- 
finidos. Supunha-se que o dobramento de um polipeptídeo 
de estrutura aleatória se iniciaria com a formação ao acaso 
de pequenos estiramentos da estrutura secundária, como hé- 
lices a e curvaturas (3, que agiriam como núcleos (patama- 
res) para a estabilização de regiões ordenadas adicionais da 
proteína. Núcleos apropriados, com estrutura semelhante à 
nativa, então cresceriam por difusão, colisões ao acaso, se- 
guidos da adesão de dois ou mais desses núcleos. Também 
se imaginava que as estabilidades dessas regiões ordenadas 
cresceriam em tamanho; assim, depois de terem alcançado 
aleatoriamente um certo tamanho inicial, elas cresceriam 
espontaneamente de forma cooperativa até que se formas- 
se um domínio semelhante ao nativo. Finalmente, depois 
de uma série de ajustes conformacionais relativamente pe- 
quenos, o domínio se rearranjaria na estrutura terciária mais 
compacta da conformação nativa. 

O advento de métodos experimentais que permitem ob- 
servar os eventos iniciais no dobramento proteico levou a uma 
nova e diferente maneira de ver como esse processo acontece. 
A chamada teoria da paisagem, que foi, em grande parte, for- 
mulada por Peter Wolynes, Baldwin e Dill, prevê que o dobra- 
mento ocorre em uma superfície de energia ou paisagem que 
representa o estado de energia conformacional disponível a 
um polipeptídeo sob as condições predominantes. As coorde- 
nadas horizontais de um ponto nessa superfície representam 
uma conformação particular do polipeptídeo, isto é, os valores 
dos ângulos 4> e v|j de cada um dos resíduos de aminoácidos e 
os ângulos de torção de cada uma das cadeias laterais (aqui 
projetadas nas duas dimensões dos seus espaços multidimen- 
sionais). A coordenada vertical de um ponto na superfície de 
energia representa a energia livre interna do polipeptídeo nes- 
sa conformação. As medidas descritas anteriormente indicam 
que a superfície de energia de um polipeptídeo dobrado tem a 
forma de funil, com o estado nativo representado pela base do 
funil, o máximo de energia livre mínima (Fig. 9.13a). A largura 
do funil em qualquer altura (energia livre) acima do estado 
nativo indica o número de estados conformacionais que têm 
essa energia livre, isto é, a entropia do polipeptídeo. 

Os polipeptídeos se dobram por uma série de ajustes con- 
formacionais que reduzem sua energia livre e sua entropia até 
que o estado nativo seja atingido , Uma vez que os polipeptíde- 
os não dobrados têm conformações diferentes (têm diferen- 
tes posições no funil de dobramento), eles podem não seguir 
precisamente a mesma rota de dobramento para atingir o es- 
tado nativo. Se o polipeptídeo efetivamente se dobrar em seu 
estado nativo por meio da procura conformacional aleatória, 
como pensou Levinthal, a superfície de energia se asseme- 
lharia a um disco achatado com um único e pequeno orifício, 
bem parecido com a superfície de um campo de golfe (Fig. 
9.136). Então, o tempo para um polipeptídeo (uma bola de 
golfe) alcançar o estado nativo (cair no orifício) por meio de 
uma procura conformacional aleatória (rolando sem objetivo 
na superfície do campo de golfe) seria extremamente longo. 
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FIGURA 9.13 O funil de dobramento. (a) Uma paisagem de funil idealizada. Quando a cadeia se forma, aumentando o número 
de contatos intracadeias, sua energia livre interna (o aumento acima do estado nativo, N) diminui junto com a liberdade conforma- 
cional (a largura do funil). Polipeptídeos com conformações diferentes (pontos pretos ) seguem rotas diferentes (linhas pretas) para 
atingir o dobramento nativo, (b) A paisagem de “campo de golfe” de Levinthal, na qual a cadeia deve procurar ao acaso pelo dobra- 
mento (o buraco), isto é, em uma mesma superfície de nível de energia, (c) A clássica paisagem de dobramento na qual a cadeia deve 
procurar aleatoriamente uma superfície de nível de energia até que encontre a depressão que a leve ao estado nativo, (d) Superfície 
de energia acidentada com conteúdo mínimo local na qual um polipeptídeo dobrado pode se tomar aprisionado transientemente. 


A superfície de energia de uma proteína que seguisse a 
visão clássica do dobramento teria uma fenda profunda que 
se inclinaria até o orifício representativo do estado nativo 
(Fig. 9.13c). A extensão da procura conform acionai para 
encontrar aleatoriamente essa fenda seria muito reduzida 
no modelo de Levinthal, de forma que um polipeptídeo se 
dobraria prontamente em seu estado nativo. Entretanto, a 
procura conformacional pela rota (fenda) para chegar ao es- 
tado nativo ainda levaria tempo, de forma que o polipeptí- 
deo talvez necessitasse de vários segundos para iniciar a rota 
de dobramento. 

A observação de que muitos polipeptídeos adquirem es- 
truturas significativamente semelhantes à nativa em frações 
de milissegundos depois do início do dobramento indica que 


a sua superfície de energia tem, de fato, uma forma de funil; 
isto é, eles tendem a se inclinar em direção à conformação 
nativa em todos os pontos. Dessa forma, as várias rotas se- 
guidas pelos polipeptídeos inicialmente desdobrados para 
se dobrarem em seus estados nativos são análogas às várias 
trajetórias que poderiam ser feitas por esquiadores, inicial- 
mente em volta do topo de um vale em forma de uma tigela 
para chegar até o ponto mais baixo. Aparentemente, não há 
uma rota única ou um conjunto de rotas intimamente relacio- 
nadas que um polipeptídeo deva seguir para alcançar a sua 
conformação nativa. 

O que foi exposto não implica que a superfície do funil 
de dobramento é necessariamente suave, como representado 
na Fig. 9.13a. De fato, a teoria da paisagem sugere que essa 
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superfície de energia tem uma topografia relativamente ru- 
gosa, isto é, tem muitos locais de energia mínima e máxima 
(Fig. 9.13 d). Consequentemente, é como se um polipeptídeo 
que seguisse qualquer rota de dobramento ficasse preso em 
um local de energia mínima até que adquirisse energia térmi- 
ca suficiente para superar essa barreira cinética e continuar o 
processo. Dessa forma, na teoria da paisagem, a energia local 
máxima (estados de transição; Seção 14. 1C) que governa a 
velocidade de dobramento não corresponde a estruturas es- 
pecíficas como a teoria clássica sugere, mas sim a conjuntos 
de estruturas. 

i. 0 dobramento proteico segue uma hierarquia 
A observação de que as estruturas proteicas são organiza- 
das hierarquicamente (Seção 9.1B) sugere que elas também 
se dobram de forma hierárquica. Isso significa que o dobra- 
mento começa com a formação de microestruturas parecidas 
com as nativas e marginalmente estáveis conhecidas como 
foldons (p. ex., Fig. 9.14), que são locais em sequência e que 
esses foldons difundem e colidem com foldons vizinhos (em 
sequência) produzindo intermediários de complexidades e 
estabilidades crescentes que aumentam sequencialmente 
para formar a proteína nativa. Contrastando com esse fato, 
nos dobramentos sem hierarquias, a estrutura terciária das 
proteínas poderia não somente estabilizar essas estruturas 
locais como também determiná-las. A teoria da paisagem é 
consistente com o dobramento hierárquico, enquanto que a 
teoria clássica está mais de acordo com o dobramento sem 
hierarquia. Além disso, uma vez que um polipeptídeo in vivo 
inicia seu dobramento à medida que está sendo sintetizado, 
isto é, assim que é excluído do ribossomo, parece que conse- 
guiria atingir mais prontamente o seu estado nativo caso se 
dobrasse de maneira hierárquica. 

Várias linhas de evidência indicam que as proteínas de 
fato se dobram de forma hierárquica. 

1. Estudos de troca H/D estabeleceram a existência de 
foldons em numerosas proteínas. De fato, parece que o s fol- 
dons, em vez de resíduos de aminoácidos individuais, execu- 
tam os passos unitários nas vias de dobramento proteico. 

2. Muitos fragmentos peptídicos removidos de proteínas 
também formam ou exibem uma tendência a formar foldons 
na ausência de interações de longa distância (terciárias). 
Além disso, quando proteínas como o citocromo cea apo- 
mioglobina são colocadas em pH suficientemente baixo para 
desestabilizar suas estruturas nativas, seus foldons persistem. 

3. Os ümites das hélices nas proteínas nativas são fixados 
pelas sequências que os flanqueiam (Seção 9.3), em vez de 
serem fixados por interações terciárias. 

4. A taxa de dobramento proteico aumenta, em média, 
com o grau em que seus contatos nativos são locais. Assim, 
dobramentos rápidos tendem a ter uma alta proporção de 
hélices e voltas apertadas, enquanto que dobramentos lentos 
tendem a ter alta proporção de folhas |3. 

Na Seção 9.1B, foi visto que na proteína GB1 (Fig. 9.6) 
a sequência “camaleão” de 11 resíduos assume uma confor- 
mação tanto de héüce a quanto de grampo p, dependendo de 
suas posições na proteína. 

Assim, a sua conformação parece ser determinada mais 
pelo contexto em que se encontra do que por interações locais. 


Hélice C 



FIGURA 9.14 Diagrama de fitas do citocromo c. Suas uni- 
dades de foldons estão representadas em diferentes cores. Seu 
grupo heme e várias de suas cadeias laterais funcionalmente 
importantes estão desenhados na forma de esfera e bastão, com 
o átomo de C em preto, de N em azul, de O em vermelho, de S 
em amarelo e o Fe uma grande esfera vermelha. (Cortesia de 
Walter Englander, University of Pennsylvania.) 

Entretanto, simulações computacionais indicam que a confor- 
mação da sequência “camaleão” é na realidade determinada 
por interações locais além dos limites dessa sequência. 

Os dobramentos das proteínas nativas, como j á foi vis- 
to, são altamente resistentes a mudanças na sequência de 
aminoácidos. Evidentemente, a sequência contendo a infor- 
mação especificando um dado dobramento está distribuída 
através da cadeia polipeptídica e é também firmemente deter- 
minada. São essas as características que parecem ser respon- 
sáveis pelo dobramento hierárquico. 

j. As estruturas primárias determinam as rotas do 
dobramento proteico e também as estruturas 
A discussão anterior sugere que as estruturas primárias das 
proteínas evoluíram tanto para especificarem rotas de dobra- 
mento eficientes quanto para formarem conformações nativas 
estáveis. A evidência que confirma essa hipótese foi obtida 
por Jonathan King em seu estudo sobre a renaturação da 
proteína tail spike do bacteriófago P22. A proteína tail spike 
é um trímero do polipeptídeo de um mesmo peptídeo (de 76 
kDa) cuja T m = 88°C. Entretanto, certas variedades mutan- 
tes dessa proteína não renaturam a 39°C. Todavia, a 30°C 
essas proteínas mutantes se dobram em estruturas cuj as pro- 
priedades, incluindo suas T m s , não são distinguíveis daquelas 
do tipo selvagem da proteína tail spike. As mudanças de ami- 
noácidos que causam essas mutações no dobramento sensí- 
vel à temperatura aparentemente agem para desestabilizar 
estados intermediários durante o processo, mas não afetam a 
estabilidade proteica. Essa observação sugere que a sequên- 
cia de aminoácidos da proteína governa a estrutura nativa, es- 
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pecificando como ela deve se dobrar para formar a conforma- 
ção nativa. Essa hipótese é apoiada pela observação de que, 
em proteínas nativas, um grande número de resíduos polares 
pode ocupar, aleatoriamente, posições de capeamento de 
hélices (Seção 8.4Bb), mesmo que não façam capeamento 
com as ligações de hidrogênio. Isso sugere que esses resíduos 
fazem esse capeamento à medida que as hélices se formam 
para facilitar o dobramento apropriado das proteínas. 

2 PROTEÍNAS ACESSÓRIAS DE DOBRAMENTO 

Muitas proteínas não dobradas renaturam-se in vitro em pe- 
ríodos que variam de minutos a dias e, frequentemente, com 


baixa eficiência, isto é, com uma grande parte da cadeia poli- 
peptídica assumindo uma conformação não nativa quase es- 
tável e/ou formando agregados não específicos. Entretanto, 
in vivo, os polipeptídeos se dobram de forma eficiente em 
suas conformações nativas enquanto estão sendo sintetiza- 
dos, um processo que normalmente requer poucos minutos. 
Isso acontece porque todas as células contêm três tipos de 
proteínas acessórias que funcionam para ajudar o dobra- 
mento dos polipeptídeos em suas conformações nativas e a 
montagem das estruturas quaternárias: proteína-dissulfeto- 
-isomerases, peptidil-prolil- eis- frans-isomer ases e chapero- 
nas moleculares. Neste capítulo, serão discutidas essas pro- 
teínas essenciais. 


(a) 


SH 




Ligações S-S não nativas Dissuifeto misto 

FIGURA 9,15 Reações catalisadas pela proteína dissuifeto 
isomerase (PDI). (a) A PDI reduzida catalisa os rearranjos 
das ligações dissuifeto não nativas de um substrato proteico 
(fita púrpura) pela troca de dissulfetos para produzir ligações 
dissuifeto nativas ( reações horizontais). Se uma ligação dissul- 
feto entre a PDI e o substrato proteico é resistente à troca de 
dissulfetos, ela é reduzida pelo segundo grupo SH da PDI para 
produzir um substrato proteico reduzido e uma PDI oxidada 
(reação vertical e setas curvas pontilhadas). ( b ) A síntese de 
ligações dissuifeto dependentes de PDI oxidada, em proteínas. 
A reação ocorre com a formação de um intermediário de uma 
mistura de dissuifeto entre a PDI e a proteína. Os produtos da 
reação da PDI reduzida reagem com agentes oxidantes celula- 
res para regenerar a PDI oxidada. ^6 Ver Figuras animadas 





PDI 




PDI 

reduzida 



Proteína (nativa) oxidada 


Bioquímica 291 


A proteína-dissulfeto-isomerase (PDI), estudada na Seção 
9.1 A, é uma enzima eucariótica de —510 resíduos que habi- 
ta o 0 do retículo endoplasmático, onde proteínas contendo 
dissulfeto dobram-se e são pós-traducionalmente processadas 
(Seção 12.4B). Na sua forma reduzida, a PDI catalisa reações 
de troca de dissulfeto, facilitando assim a troca aleatória das 
ligações dissulfeto nas proteínas (Fig. 9.15 a, reações horizon- 
tais) até que alcancem seus pares dissulfeto nativos, que são 
resistentes aos próximos rearranjos, Além disso, a PDI deve 
facilitar o dobramento correto dessas proteínas que desnatu- 
ram na ausência das ligações dissulfeto nativas. O que é in- 
trigante é o fato de que a PDI é também a subunidade fü do 
heterotetrâmero a 2 |3 2 da prolil-hidroxilase, a enzima que faz a 
hidroxilação dos resíduos de Pro do colágeno (Seção 8.2B). O 
significado desse fato ainda é desconhecido. 

A comparação das sequências indica que a PDI contém 
quatro domínios com cerca de 100 resíduos que estão organi- 
zados do N-terminal ao C-terminal como a-b-b'-a', em que os 
domínios a e a' são homólogos, 30% idênticos em sequência. 
Eles também são homólogos a uma proteína de distribuição 
ubíqua que contém dissulfeto e participa de reações de oxi- 
dorredução, a tiorredoxina (Seção 28.3Ae) e, consequente- 
mente, pertencem à superfamília da tiorredoxina. Procariotos 
possuem enzimas que agem de maneira semelhante àquela da 
PDI e também assumem o dobramento da tiorredoxina. 

Cada um dos domínios a e a' da PDI têm no sítio ativo 
um motivo Cys-Gly-His-Cys-, na qual o primeiro resíduo 
Cys, na sua forma -SH, participa da reação de troca de dis- 
sulfeto esquematizada na Fig. 9.15a (o motivo catalítico da 
superfamília das tiorredoxina é Cys-X-X-Cys, onde X é qual- 
quer resíduo de aminoácido) . Se o segundo resíduo Cys sofrer 
mutação, a atividade de isomerização da PDI cai para menos 



FIGURA 9.16 Estrutura de raios X da proteína dissulfeto iso- 
merase (PDI) de levedura. A proteína está representada por 
sua superfície molecular transparente, com sua cadeia polipep- 
tídica na forma de fitas e seus domínios a, b, b' e a' coloridos em 
magenta, ciano, amarelo e vermelho, respectivamente. A alça 
de 16 resíduos, X, ligando os domínios b' e a', está em azul, e a 
extensão C-terminal, C, está em verde. As cadeias laterais da 
Cys do sítio ativo N-terminal dos domínios a e a' estão desenha- 
das na forma de volume atômico com o átomo de C em verde 
e S em amarelo. (De acordo com a estrutura por raios X deter- 
minada por William Lennarz e Hermann Schindelin, State Uni- 
versity of New York, Stony Brook, New York. PDBid 2B5E.) 


de 1 % da atividade apresentada pela enzima do tipo nativa, 
e a enzima se acumula no estado ligado às proteínas-substra- 
to por meio de ligações dissulfeto. Isso sugere que a função 
deste segundo resíduo Cys é, quando na forma -SH, liberar 
a PDI de ligações dissulfeto estáveis que, de outra forma, o 
primeiro resíduo Cys formaria ocasionalmente com substra- 
tos proteicos, gerando assim substratos reduzidos e PDI com 
uma ligação dissulfeto unindo os resíduos de Cys dos dois sí- 
tios ativos (Fig. 9.15 a, reação vertical). 

A estrutura de raios X da PDI de levedura, determinada 
por William Lennarz e Hermann Schindelin, revela que ela ado- 
ta uma forma de U, em que os átomos de S da Cys N-terminal 
do sítio ativo dos domínios a e a' estão de frente um para o 
outro no topo do U, a uma distância de 28 À (Fig. 9.16). Como 
esperado, os domínios a e a' possuem dobramentos semelhan- 
tes um ao outro (Fig. 9.17, acima ) e àquele de outros membros 
da superfamília da tiorredoxina. Surpreendentemente, embora 
os domínios beb' não apresentem similaridade de sequência 
significativa com os domínios a e a' ou um com outro, eles tam- 
bém adotam o dobramento da tiorredoxina (Fig. 9.17, abaixo). 
No entanto, os domínios b e b' carecem dos resíduos de Cys e, 
por isso, não podem participar diretamente na reação catalí- 
tica. Os domínios beb' compartilham uma extensa interface 
(ocultando —700 Á : e consequentemente parecem estar rigi- 
damente unidos, enquanto as interfaces entre os domínios a-b 
e a'-b' são insignificantemente pequenas (ocultando —200 Á 2 ). 
Isso sugere que os domínios a e a' são flexivelmente ligados 
a uma base rígida formada pelos domínios beb', permitindo, 
assim, que a PDI acomode um grupo diverso de substratos, de 
até —100 resíduos, dentro do U. 

A face interna do U tem uma superfície hidrofóbica con- 
tínua que também circunda os sítios ativos a e a'. Essa super- 



FIGURÂ 9.17 Comparação estrutural entre os domínios a, b, 

b' e a' da PDI de levedura. Os domínios estão mostrados em 
orientações semelhantes e desenhados em forma de fitas colo- 
ridas na ordem do arco-íris, do N-terminal (azul) ao C-terminal 
(vermelho). As cadeias laterais dos resíduos de Cys do sítio ati- 
vo N-terminal dos domínios a e a' estão representados na forma 
de volume atômico, com o átomo de C e verde e S em amare- 
lo. (De acordo com a estrutura por raios X determinada por 
William Lennarz and Hermann Schindelin, State University of 
New York, Stony Brook, New York. PDBid 2B5E.) 


292 Do na 1 d Voet / Judith G. Voet 


fície parece ser essencial para a ligação da PDI às suas proteí- 
nas substrato, que tendem a ser parcialmente ou totalmente 
desdobradas e, consequentemente, os grupos hidrofóbicos es- 
tão expostos. Além disso, como será visto na Seção 9.2C, a su- 
perfície hidrofóbica da PDI facilita o dobramento apropriado 
de seus substratos proteicos. A catálise eficiente do rearranjo 
das ligações dissulfetos requer que a PDI reduzida esteja in- 
tacta, dessa forma sugerindo que os dois sítios ativos atuam 
em conjunto. A reação da isomerase é conduzida pela libe- 
ração da tensão conformacional da proteína substrato desdo- 
brada a medida que ela dobra-se em sua conformação nativa. 
Em proteínas nativas, as ligações dissulfeto estão normal- 
mente escondidas e frequentemente ocorrem em meio hidro- 
fóbico. De fato, é provável que o ocultamento do par correto 
dos resíduos de Cys em uma proteína nativa encerre a ação da 
PDI. Entretanto, os átomos de S localizados na extremidade 
N-terminal dos sítios ativos a e a' da PDI estão expostos na 
superfície da proteína. Embora suas ligações dissulfeto quase 
sempre estabilizem as proteínas (Seção 8.4D) e normalmente 
sejam não reativas, a e a' oxidadas são menos estáveis que as 
suas formas reduzida e, por isso tem uma ligação dissulfeto 
altamente reativa, isto é, extremamente oxidante. Isso permite 
à PDI introduzir ligações dissulfeto diretamente no polipeptí- 
deo recém-sintetizado e, assim, reduzi-lo por um mecanismo 
de troca de dissulfeto (Fig. 9.156). Para que esse processo con- 
tinue, a PDI reduzida deve ser reoxidada (ter suas ligações dis- 
sulfeto novamente formadas) por agentes oxidantes celulares. 

B. Peptidil-prolfl - c is-trans-ísomerase 

Embora os polipeptídeos sejam, provavelmente, biossinte- 
tizados com quase todas as suas ligações peptídicas X-Pro 
(onde, X é qualquer resíduo de aminoácido) na conformação 
trans, cerca de 10% dessas ligações se tornam cis em proteí- 
nas globulares porque, como foi visto na Seção 8.1 A, a dife- 
rença de energia entre as suas conformações cis e trans é re- 
lativamente pequena. As pcptidil-prolil-cw-írans-isomerases 
(PPIs; também conhecidas como rotamases) catalisam a in- 
terconversão de ligações peptídicas X-Pro entre suas confor- 
mações cis e trans, acelerando assim o dobramento dos poli- 
peptídeos que contêm Pro. Sem a enzima, essa reação seria 
extremamente lenta. Duas famílias de PPIs estruturalmente 
não relacionadas, chamadas de imunofilinas, foram caracte- 
rizadas: as cicloQlinas (assim chamadas porque são inibidas 
pelo fãrmaco imunossupressor ciclosporina A, 



um peptídeo de 11 resíduos produzido por fungos) e a fa- 
mília para a qual a proteína ligadora de FK506 (FKBP12), 
de 12 kDa, é protótipo (a FK506 é uma lactona macrocíclica 



V 
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produzida por fungos e é um fármaco imunossupressor; os 
químicos tendem a identificar o grande número de candida- 
tos a fármacos de estruturas semelhantes com as quais eles 
lidam com números de série, em vez de nomes). A estrutura, 
determinada por raios X, da ciclofilina humana associada 
com o substrato succinil-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilida re- 
vela que esse modelo de substrato se liga à enzima por meio 
da ligação peptídica Ala-Pro na conformação cis, não po- 
dendo se ligar caso a conformação fosse trans. Isso sugere 
que a enzima catalisa predominantemente a isomerização 
cis para trans das ligações amida peptidil-prolil. Além dis- 
so, a mutação Arg 55— > Ala na ciclofilina reduz a atividade 
enzimática na ordem de 100 vezes. Isso, juntamente com a 
observação de que a Arg 55 é posicionada de forma a poder 
se ligar por ligações de hidrogênio ao átomo N da ligação 
peptídica da Ala-Pro (embora não se ligue na estrutura de 
cristal), sugere que a formação de uma ligação de hidrogênio 
a partir da Arg 55 ao seu átomo N facilita a isomerização 
cis-trans desfazendo e, portanto, enfraquecendo a ligação 
amida peptidil-prolil. 

a. Ciclosporina A e FK506 são agentes ímunosupressores 
clinicamente importantes 

A ciclosporina A e o FK506 são agentes altamente eficazes 
no tratamento de doenças autoimunes e para prevenir a re- 
jeição no transplante de órgãos. De fato, antes da descober- 
ta da ciclosporina A, no início dos anos de 1980, a sobrevida 
de um órgão transplantado (e do receptor) era um acon- 
tecimento raro. A FK506, descoberta mais recentemente, 
é um imunossupressor ainda mais potente. As proprieda- 
des imunossupressoras tanto da ciclosporina A quanto do 
FK506 provêm da capacidade que os respectivos complexos 
com a ciclofilina e com a FKBP12 têm em evitar a expressão 
de genes envolvidos na ativação dos linfócitos T (as célu- 
las do sistema imune responsáveis pela imunidade celular; 
a resposta imunológica será discutida na Seção 35.2) por 
interferirem com as rotas de sinalização intracelular. E um 
enigma o fato de não haver relação alguma entre as proprie- 
dades imunossupressoras das imunofilinas e as atividades 
das rotamases: tanto a ciclosporina A quanto a FK506 são 
imunossupressores eficazes em concentrações muito abaixo 
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daquelas da ciclofilina e da FKBP12 nas células. Além dis- 
so, mutações que destroem a atividade rotamase da ciclofi- 
lina não eliminam a sua capacidade de ligação à ciclospori- 
na A ou a capacidade do complexo resultante em interferir 
com a sinalização do linfócito T. Esse enigma é explicado na 
Seção 19.3Ff. 

C. Chaperonas moleculares : o sistema GroEL/ES 

As proteínas recém-sintetizadas e, portanto, não dobradas, 
contêm numerosos grupos hidrofóbicos expostos ao solven- 
te. Além disso, as proteínas in vivo se dobram na presença 
de concentrações extremamente altas de outras macromolé- 
culas (cerca de 300 g/L, o que ocupa cerca de 25% do volu- 
me disponível). Consequentemente, as proteínas não dobra- 
das in vivo, particularmente as proteínas maiores (aquelas 
>15 kDa), têm uma grande tendência a formarem agregados 
tanto intra como intermoleculares. As chaperonas molecula- 
res, que também são conhecidas como proteínas de choque 
térmico (assim chamadas porque sua taxa de síntese aumenta 
em temperaturas elevadas) são proteínas cuja função é evitar 
ou reverter tais associações impróprias, particularmente em 
proteínas com múltiplas subunidades e multidomínios. Elas o 
fazem ligando-se à superfície hidrofóbica exposta a solventes 
de polipeptídeos não dobrados ou agregados e, subsequen- 
temente, liberando- os, quase que repetitivamente, de ma- 
neira a facilitar o dobramento apropriado e/ou a formação 
quaternária. A maior parte das chaperonas moleculares são 
ATPases (enzimas que catalisam a hidrólise do trifosfato de 
adenosina [ATP, de adenosine triphosphate]), que se ligam a 
polipeptídeos não dobrados e aproveitam a energia livre da 
hidrólise do ATP para fazer com que se liberem do agrega- 
do de maneira favorável. Assim, como John Ellis mostrou, 
as chaperonas moleculares funcionam do mesmo modo que 
aias e damas de companhia humanos: Inibem interações não 
apropriadas entre superfícies potencialmente complementares 
e rompem ligações impróprias de modo a facilitar associações 
mais favoráveis. 

As chaperonas moleculares compreendem um grande 
número de classes não relacionadas de proteínas que têm 
funções de tipos um tanto diferentes, incluindo: 

1. As proteínas de choque térmico 70 (Hsp70), são proteí- 
nas monoméricas de —70 kDa altamente conservadas tanto 
em procariotos como em eucariotos (em espécies diferentes 
ocorrem no citosol, no retículo endoplasmático, na mito- 
côndria e nos cloroplastos; a Hsp70 de E. coli é denominada 
DnaK, pois foi descoberta pelo isolamento de mutantes que 
não permitem o crescimento de bacteriófagos \ e por isso 
se pensava que participava da replicação do DNA). Elas 
funcionam no processo, impelido por ATP, de reversão da 
desnaturação e da agregação de proteínas (processos que 
são acelerados em temperaturas elevadas), facilitando o do- 
bramento apropriado de poüpeptídeos recém-sintetizados 
à medida que saem dos ribossomos, para desdobrarem as 
proteínas a fim de prepará-las para serem transportadas 
através da membrana (Seção 12.4Ea), e a seguir ajudá-las 
a redobrar. A Hsp70 funciona associada à proteína cocha- 
pcronina Hsp40 (DnaJ em E. coli ) para ligar-se e liberar 
pequenas regiões hidrofóbicas de proteínas dobradas de 
forma errônea. 


2. Fator desencadeante, é uma proteína procariótica asso- 
ciada ao ribossomo. Ela previne a agregação intra e inter- 
molecular de polipeptídeos recém-sintetizados à medida que 
eles emergem dos ribossomos, protegendo seus segmentos 
hidrofóbicos. Ao contrário da maioria das outras chapero- 
nas, o fator desencadeante não liga ATP. O fator desenca- 
deante e o sistema Hsp70/40 parecem ter funções redundan- 
tes: E. coli pode tolerar a perda de qualquer um dos dois, 
mas a perda de ambos é letal acima de 30°C, acompanhada 
por uma agregação maciça de proteínas recém-sintetizadas. 
O fator desencadeante e Hsp70/40 são as primeiras chape- 
ronas que os polipeptídeos recém-sintetizados encontram. 
Subsequentemente, muitas das proteínas parcialmente do- 
bradas são entregues à outras chaperonas, como aquelas 
listadas abaixo, para completar o processo de dobramento. 
Eucariotos carecem de um homólogo do fator desencadean- 
te, mas contêm outras chaperonas pequenas que podem ter 
funções similares. 

3. As chaperoninas são proteínas de choque térmico, que 
formam grandes conjuntos formados por múltiplas subunida- 
des, semelhantes a uma gaiola, sendo componentes universais 
de procariotos e eucariotos. Elas se ligam a proteínas globu- 
lares inapropriadamente dobradas através das superfícies hi- 
drofóbicas expostas e então, em um processo impelido por 
ATP, induzem a proteína a dobrar-se ao mesmo tempo em 
que se fecham em uma cavidade interna, protegendo a pro- 
teína em dobramento de agregações não específicas com ou- 
tras proteínas não dobradas (ver a seguir). Existe duas classes 
de chaperoninas: as chaperoninas do Grupo I, que ocorrem 
em eubactérias, mitocôndria e cloroplastos, e as chaperoninas 
do Grupo n, que ocorrem em archea e em eucariotos. 

4. As proteínas Hsp90 são proteínas eucarióticas, homo- 
diméricas, dependentes de ATP com subunidades de —730 
resíduos que, sobretudo, faciütam o último estágio de do- 
bramento de proteínas envolvidas em sinalização, como 
os receptores de hormônios esteroides (Seção 34.3Bn) e o 
receptor tirosina-dnase (Seção 19.3 A). Como outras chape- 
ronas, elas atuam por ligarem-se às superfícies hidrofóbicas 
expostas de suas proteínas substratos, de modo que previ- 
nem a agregação não específica. Ao contrário de outras cha- 
peronas, no entanto, as proteínas Hsp90 possuem um papel 
regulatório em que elas induzem mudanças conformacionais 
em proteínas substratos com conformação semelhante a nati- 
va, o que resulta na sua ativação ou estabilização. Elas agem 
por meio de suas interações com uma ampla variedade de 
cochaperonas. As proteínas Hsp90 estão entre as proteínas 
mais abundantes em eucariotos, constituindo cerca de 1 a 2% 
do total de proteínas solúveis em condições normais e de 4 a 
6 % em condições de estresse e que desestabilizam proteínas, 
como altas temperaturas. 

5. A presença de nucleoplasminas, que são proteínas nucle- 
ares acídicas e decaméricas, é necessária para que, in vivo, os 
nucleossomas (partículas nas quais o DNA eucariótico é em- 
pacotado) possam se formar a partir dos seus componentes, 
DNA e histonas (Seção 34. 1B). 

Nos parágrafos seguintes, será dada atenção à estrutura 
e à função das chaperoninas, uma vez que são as chaperonas 
moleculares melhor caracterizadas. Essa discussão também 
constitui a introdução às funções dinâmicas das proteínas, 
isto é, as proteínas vistas como máquinas moleculares. 
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a. O sistema GroEL/ES forma uma grande cavidade na qual a 
proteína-substrato se dobra 

As chaperoninas do Grupo I consistem em duas famílias de 
proteínas que trabalham em conjunto: (1) as proteínas Hsp60 
(GroEL em E. coli e Cpn60 em cloroplastos) que, como as 
primeiras imagens por microscopia eletrônica mostraram, 
consistem em 14 subunidades idênticas, com cerca de 60 
kDa, agrupadas em dois anéis sobrepostos de 7 subunidades 
cada (Fig. 9.18); e (2) as proteínas HsplO (GroES em E. coli 
e CpnlO em cloroplastos) , que formam anéis heptaméricos 
de proteínas idênticas com cerca de 10 kDa cada uma. Essas 
proteínas, que são essenciais para a sobrevivência de E. coli 
sob todas as condições testadas, facilitam o dobramento de 
proteínas, erroneamente dobradas, a sua conformação nati- 
va (sua descoberta em E. coli como sendo necessária para o 
crescimento de certos bacteriófagos é o motivo pelo qual elas 
possuem a designação “Gro”, de growth em inglês). 

A estrutura por raios X da GroEL (Fig. 9.19), determi- 
nada por Arthur Horwich e Paul Sigler mostra, como era 
de se esperar, que as 14 subunidades idênticas (com 547 re- 
síduos de amino ácidos cada uma) da GroEL se associam 
para formar um cilindro oco de parede grossa e porosa que 
consiste em dois anéis simétricos com 7 subunidades cada 
um, empilhados costas com costas com simetria de ordem 
2, formando um complexo de simetria D 7 (Seção 8.5B). 
Cada subunidade da GroEL consiste em três domínios: um 
grande domínio equatorial (resíduos 1-135 e 410-547), que 
forma a cintura da proteína e mantém as subunidades jun- 



FIGURA 9.18 Imagem derivada de uma micrografla eletrô- 
nica em 3D da chaperonina Hsp60 da bactéria fotossintética 
Rhodobacter sphaeroides. A Hsp60 consiste em 14 subunida- 
des idênticas de cerca de 60 kDa arranjadas para formar dois 
anéis apostos de 7 subunidades, cada um em volta de uma ca- 
vidade central. A imagem da Hsp60, que é vista com seus eixos 
de ordem 7 voltados para o observador, indica que cada subu- 
nidade consiste em dois domínios principais, um em contato 
com o anel heptamérico oposto, e o outro no final da molécula 
proteica cilíndrica. A densidade esférica que ocupa a cavidade 
central da proteína parece representar uma ligação polipep- 
tídica. A cavidade fornece um ambiente protegido no qual o 
polipeptídeo pode se dobrar. (Cortesia de Helen Saibil e Steve 
Wood, Birbeck College, Londres, Reino Unido.) 


tas pelas interações intra e interanelares; um domínio apical 
estruturado livremente (resíduos 191-376), que forma o fi- 
nal aberto do cilindro GroEL; e um domínio intermediário 
pequeno (resíduos 136-190 e 377-409), que conecta os do- 
mínios apical e equatorial. A estrutura por raios X sugere 
que a GroEL possui um diâmetro de cerca de 45 Ã no canal 
central que percorre o comprimento do complexo. Será vis- 
to a seguir que esse canal, em parte, forma a câmara na qual 
proteínas parcialmente dobradas se dobram para adquirir 
a forma nativa. Entretanto, tanto a microscopia eletrônica 
com base em imagens quanto os estudos de dispersão de 
nêutrons indicam que o canal é obstruído em sua região 
equatorial, de forma que as proteínas não podem passar 
entre dois anéis GroEL. A obstrução é causada, aparente- 
mente, pelo N-terminal de 5 resíduos e o C- terminal de 22 
resíduos de cada uma das subunidades, que não são vistos 
na estrutura por raios X e, portanto, estão quase que certa- 
mente desordenados. 

A estrutura por raios X da GroEL com uma molécula 
de ATP 7 S ligada a cada subunidade (ATP-yS é um análogo 
fracamente hidrolisável do ATP, no qual o S substitui um dos 
átomos de O substituintes do P 7 ) 


SOO A 



ATP7S 

indica que o ATP se liga a um bolsão no domínio equatorial, 
que se abre dentro do canal central. Os resíduos que formam 
esse bolsão são altamente conservados entre as chaperoni- 
nas. A única diferença significativa entre as estruturas do 
complexo GroEL-ATP 7 S e da GroEL isolada são os mo- 
destos movimentos dos resíduos nas vizinhanças do bolsão 
do ATP. 

A estrutura por raios X da GroES (Fig. 9.20), determi- 
nada por Lila Gierasch e Johann Deisenhofer, mostra que 
essas 7 subunidades idênticas de 97 resíduos da proteína for- 
mam uma estrutura semelhante a uma cúpula com simetria 
C 7 . Cada subunidade GroES consiste em um barril p anti- 
paralelo irregular, do qual se projetam dois grampos p. Um 
desses grampos p (resíduos 47-55) estende-se do topo do 
barril até o eixo de ordem 7 da proteína, onde ele interage 
com outro grampo p para formar a cobertura da cúpula. O 
segundo grampo p (resíduos 16-33) estende-se para fora, no 
lado oposto do exterior do barril p da base da borda exter- 
na da cúpula. Esse grampo, também chamado de alça mó- 
vel e visto em somente uma das 7 subunidades da GroES é, 
nas outras subunidades, aparentemente desordenado. Esses 
dados concordam com os resultados de estudos por RM da 
GroES livre (i.e., não formando complexos) em solução. A 
superfície interna da cúpula da GroES é forrada com resí- 
duos hidrofflicos. 

Os estudos feitos tanto por microscopia eletrônica quan- 
to por dispersão de nêutrons revelam que as proteínas par- 
cialmente não dobradas ligam-se à boca do barril GroEL de 
uma forma que lembram a rolha de uma garrafa de champa- 
nhe (Fig. 9.18). Todas as mutações que prejudicam a ligação 
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FIGURA 9.19 Estrutura por raios X da GroEL. (a) Vista lateral perpendicular ao eixo de ordem 7, na qual as sete subunidades 
idênticas do anel mais baixo estão em dourado e as do anel mais alto estão em prateado, com exceção das duas subunidades mais 
próximas ao observador, cujos domínios equatorial, intermediário e apical estão coloridos em azul, verde e vermelho na subunidade 
à direita e em ciano, magenta e amarelo na subunidade à esquerda. Os dois anéis do complexo são mantidos juntos por interações 
da cadeia lateral que não são vistas neste desenho, (b) Vista de cima ao longo de eixo de ordem 7 no qual somente o anel superior é 
mostrado para facilitar a compreensão. Observe o grande canal central que parece percorrer o comprimento da proteína. (Com base 
na estrutura por raios X determinada por Alex Brünger, Arthur Horwich e Paul Sigler, Yale University, EUA. PDBid ÍOEL.) 


de polipeptídeos à GroEL foram localizadas em um segmen- 
to de estrutura pouco definida (presumivelmente uma estru- 
tura flexível) no topo do domínio apical que, na estrutura da 
GroEL isolada, fica de frente para o canal central. De fato, 



FIGURA 9.20 Estrutura por raios X da GroES vista ao longo 
de seu eixo de ordem 7. A alça móvel de apenas uma das 7 su- 
bunidades idênticas da proteína ( à esquerda ) é visível na estru- 
tura. Os segmentos polipeptídicos que flanqueiam a alça móvel 
estão em amarelo. (Cortesia de Johann Deisenhofer, University 
of Texas Southwest Medicai Center, Dallas, EUA.) 


a mudança de qualquer um dos nove resíduos hidrofóbicos 
altamente conservados nesta região para um resíduo hidro- 
füico abole a capacidade da GroEL ligar-se a polipeptídeos. 
Parece, portanto, que esses resíduos fornecem o sítio de li- 
gação para polipeptídeos que estej am em uma estrutura não 
nativa. É interessante observar que as mutações desses mes- 
mos resíduos também eliminam as ligações entre moléculas 
de GroES. 

A estrutura por raios X do complexo GroEL-(ADP) 7 - 
GroES (Fig. 9.21), também determinada por Horwich e 
Sigler, dá uma ideia considerável de como essa chaperonina 
executa suas funções. Nesse complexo, um heptâmero da 
GroES e os 7 ADPs estão ligados ao mesmo anel GroEL 
(também chamado de anel eis; o anel GroEL oposto é co- 
nhecido como anel trans) de forma que a tampa da GroES 
se fecha sobre o barril GroEL de anel cis, como a tampa 
de um pote, formando assim um complexo em forma de 
projétil com simetria C 7 . As subunidades do anel trans têm 
conformações que em muito se assemelham àquelas das es- 
truturas da GroEL isolada. Contrastando com esse fato, os 
domínios apical e intermediário do anel cis passam por uma 
grande movimentação em blocos relativa às suas posições 
na GroEL isolada (Fig. 9.22). Isso alarga e alonga a cavi- 
dade cis, de forma que ela praticamente dobra de volume 
(de 85.000 para 175.000 Á , Fig. 9.21c), permitindo assim 
envolver um substrato proteico de até 70 kDa parcialmen- 
te dobrado. Esses movimentos da molécula em blocos são 
concatenados entre si, isto é, eles ocorrem simultaneamente 
em todas as sete subunidades de um anel GroEL, muito pro- 
vavelmente porque, se uma subunidade GroEL não passa 
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FIGURA 9.21 Estrutura por raios X do complexo GroEL-(ADP) 7 -GroES. (a) Desenho de volume atômico visto perpendicu- 
larmente ao eixo de ordem 7 do complexo, com o anel da GroES em cor de laranja, o anel cis da GroEL em verde e o anel trans da 
GroEL em vermelho, com uma subunidade em cada anel sombreada mais intensamente. As dimensões do complexo estão indica- 
das. Observe as conformações diferentes dos dois anéis da GroEL. Os ADPs, cujos sítios de ligação estão na base de cada anel cis 
da GroEL, não são vistos porque eles estão cercados pela proteína. ( b ) O mesmo desenho visto agora ao longo do eixo de ordem 
7. (c) O mesmo desenho, mas com as duas subunidades da GroEL mais próximas do leitor em ambos anéis, cis e trans, removidos 
para expor o interior do complexo. O nível da bruma aumenta com a distância do leitor. Note o tamanho muito maior da cavidade 
formada pelo anel cis e GroES em comparação àquela do anel trans. (De acordo com a estrutura por raios X determinada por Paul 
Sigler,Yale University. PDBid 1AON.) 
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FIGURA 9.22 Movimentos de domínio na GroEL. (à) O diagrama de fita de 
uma única subunidade da GroEL na estrutura por raios X da GroEL isolada. 
Suas subunidades equatorial, intermediária e apical estão coloridas em azul, 
verde e vermelho, respectivamente. O pequeno diagrama mostra o modelo de 
volume atômico da GroEL com as subunidades coloridas orientadas da mesma 
forma. Os círculos e as setas indicam os pontos centrais para o movimento dos 
domínios. ( b ) A estrutura por raios X de uma subunidade da GroEL no com- 
plexo GroEL-(ADP) 7 -GroES mostrado da mesma forma que na Parte a. O 
ADP, que está ligado em um bolsão no topo do domínio equatorial, é mostrado 
em modelo de volume atômico em cor-de-rosa. (c) Diagrama esquemático in- 
dicando as mudanças conformacionais na GroEL quando ela se liga à GroES. 
Seus domínios equatorial (E), intermediário (I) e apical (A) estão coloridos 
como na Parte a e a GroES está em amarelo. As setas indicam a extensão dos 
movimentos do domínio no anel cis da GroEL. (As Partes a e b são cortesia de 
Arthur Horwich, Yale University, EUA; a Parte c é segundo Richardson, A., 
Landry, S.J., e Georgopoulos, C., Trends Biochem. Sei. 23, 138 [1998].) 



Bioquímica 297 



FIGURA 9.23 Domínio apical da GroEL em complexo com 
o polipeptídeo de 12 resíduos firmemente ligado (SWMT- 
TPWGFLHP). Para gerar este desenho, os átomos de C a do 
domínio apical da estrutura por raios X do complexo foram 
sobrepostos aos átomos Ca do domínio apical da estrutura por 
raios X da GroEL não associada a nenhuma outra proteína 
(Fig. 9.19). Cada subunidade apical está representada por um 
diagrama de fitas, no qual as duas hélices envolvidas na ligação 
do polipeptídeo (as hélices H e I na Fig. 9.22a) estão em ver- 
melho e as subunidades restantes estão em verde. Os polipep- 
tídeos, representados no modelo de volume atômico, estão em 
vermelho. (Cortesia de Lingling Chen, Yale University, EUA.) 


por essas mudanças conformacionais, ela bloqueia mecani- 
camente as subunidades adjacentes, de modo que elas não 
podem fazer esses movimentos. 

Na formação do complexo Gr oEL-(ADP) 7 , -GroES o 
ADP fica completamente envolvido pela proteína pelo co- 
lapso do domínio intermediário dentro do domínio equa- 
torial (Fig. 9.22 b). Esse movimento ativa a função ATPase 
da GroEL mudando a posição da cadeia lateral do Asp 398 
cataliticamente essencial, que se estende da hélice L do do- 
mínio equatorial, para a sua posição cataliticamente ativa, 
próxima ao grupo (3 fosfato do ADP. Estudos de microscopia 
eletrônica com resolução de 10 À, realizados por Horwich e 
Helen Saibil, revelaram que movimentos similares ocorrem 
quando o ATP se liga à GroEL. 

Os grupos hidrofóbicos que revestem a superfície inter- 
na do domínio apical do anel trans, que se extendem de suas 
helices H e I e de uma alça subjacente (Fig. 9.22), presu- 
mivelmente, se ligam aos grupos hidrofóbicos dos substra- 
tos proteicos que estejam expostos de forma imprópria. De 
fato, a estrutura por raios X do domínio apical da GroEL, 
em conjunto com um peptídeo de 12 resíduos que se liga 
firmemente à GroEL, revela que esse peptídeo se liga a 
esses grupos hidrofóbicos expostos (Fig. 9.23). Entretanto, 
no anel cis do complexo GroEL-(ADP) 7 -GroES, esses 
grupos hidrofóbicos participam ou da ligação GroES, via 
suas alças flexíveis, estabilizam a interface recém-formada 
entre os domínios apicais elevados e altamente rotacionais. 
Consequentemente, esses grupos hidrofóbicos não estão 
mais expostos na superfície interna da cavidade cis (Fig. 
9.24), impedindo assim que um substrato proteico se ligue 
nos sítios de ligação da GroEL. 




FIGURA 9.24 Movimentos das hélices de ligação ao polipeptídeo da GroEL. (a) Modelo de volume atômico da estrutura da 
GroEL isoladamente e ( b ) da estrutura do complexo GroEL-(ADP) 7 -GroES. Os anéis cis e trans da GroEL estão em ciano-claro 
e amarelo claro e as hélices H e I do anel cis (Figs. 9.22a, b), que formam a maior parte dos sítios de ligação hidrofóbica para pro- 
teínas dobradas de forma errônea, estão na forma de fitas e coloridos em verde e vermelho, respectivamente. Com a adição de 
GroES e ATP à GroEL, os sítios de ligação vizinhos separados por 8 A e os sítios não vizinhos separados por até 20 A. Um subs- 
trato proteico que se ligue inicialmente a dois desses sítios provavelmente será esticado violentamente e, portanto, parcialmente 
desdobrado antes de ser liberado, uma vez que os sítios de ligação se tornam obstruídos. (Desenhos realizados por George Lori- 
mer, University of Maryland; e Walter Englander, University of Pennsylvania. PDBids ÍOEL e 1 AON.) 
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b. A GroEL/ES passa por mudanças conformacionais 
coordenadas que são mediadas por ligações e 
hidrólise de ATP 

A ligação de GroES e A TP ao anel cis da GroEL inibe firme- 
mente a ligação ao anel trans. A estrutura por raios X do com- 
plexo GroEL-(ADP) 7 -GroES sugere que isso ocorre por 
pequenas trocas conformacionais coordenas entre si, no do- 
mínio equatorial da GroEL. Isso, aparentemente, evita que o 
anel, que está em conformação trans , assuma a conformação 
cis. Entretanto, uma vez que o anel cis fez a hidrólise do ATP 
que tem ligado (o que é obrigado a fazer, uma vez que os 
seus sítios de ligação de nucleotídeos se fecham, formando os 
sítios ativos de ATPase), o anel trans pode ligar o ATP e as 
trocas conformacionais resultantes liberam a GroES do anel 
cis. Isso explica por que uma forma mutante da GroEL que 
tem apenas um único anel (e consequentemente é conhecida 
como SR1) pode se ligar ao substrato proteico e à GroES, 
mas não os libera após a hidrólise do ATP. O funcionamento 
apropriado da GroEL requer dois anéis, mesmo que suas ca- 
vidades centrais estejam desconectadas. 

Uma forma mutante da GroEL, D398A (na qual o resí- 
duo Asp 398 foi trocado por Ala) pode se ligar, mas não hi- 
drolisar ATP. Na presença de ATP, a GroEL D398A se liga 
à GroES junto com o substrato proteico. Entretanto, ela não 
libera a GroES ou a proteína quando o anel trans é expos- 
to ao ATP, como ocorre quando o anel cis pode hidrolisar 
o ATP. Evidentemente, o grupo fosfato y do ATP fornece 
contatos fortes que estabilizam a interação GroEL-GroES. 
Quando o ATP no anel cis é hidrolisado, o grupo fosfato re- 
sultante é liberado e essas interações são perdidas. 

c. A hidrólise do ATP no anel c/s deve ocorrer antes que o 
substrato proteico e a GroES se liguem ao anel trans 

O que foi explicado anteriormente indica que os eventos que 
ocorrem nos anéis cis e trans do complexo GroEL-GroES 
são coordenados por mudanças conformacionais concatena- 
das em um anel e que estas influenciam a conformação do anel 
oposto. Qual é a sequência de eventos no anel trans relativa 
àquelas do anel cis, isto é, em qual dos estágios do ciclo de 
dobramento no anel cis o substrato proteico e a GroES se li- 
gam ao anel transi Essa questão foi respondida por Horwich 
usando técnicas de marcação por fluorescência. A GroEL 
D398A foi misturada com ADP e GroES de modo a formar 
um complexo estável [D 3 98 A GroEL-(ADP) 7 -GroES] que 
então foi misturado com um substrato proteico ao qual um 
grupo fluorescente havia sido previamente ligado de forma 
co valente. Quando essa mistura foi submetida à cromatogra- 
fia de gel filtração (Seção 6.3B), a marcação migrou com a 
GroEL, indicando assim que o substrato proteico havia se 
ligado ao complexo do anel trans. Entretanto, quando o com- 
plexo inicial era feito com ATP (lembre-se de que a GroEL 
D 3 98 A não pode hidrolisar o ATP), o substrato proteico 
não se associou à GroEL. Em experimentos semelhantes, a 
GroES marcada com fluorescência se associou ao complexo 
D 3 98 A GroEL-(ADP) 7 -GroES pré-formado na presença 
de ATP, mas não com o complexo D398A GroEL-(ATP) 7 - 
GroES. Evidentemente, o anel cis do complexo GroEL- 
GroES deve hidrolisar o ATP ligado antes que o anel trans 
possa se ligar tanto ao substrato proteico quanto ao GroES 
+ ATP. 


d. 0 sistema GroEL/ES funciona como um motor de 
dois estágios 

Se forem reunidas todas as observações anteriores, podere- 
mos ver mais claramente como funciona o sistema GroEL/ 
ES (Fig. 9.25): 

1. O anel GroEL, que está ligado a 7 moléculas de ATP e 
a um substrato proteico dobrado de forma errada por meio 
das porções hidrofóbicas dos seus domínios apicais (Fig. 9.25, 
acima à esquerda), liga-se à GroES. Isso induz uma mudança 
conformacional no agora anel GroEL cis, liberando assim o 
substrato proteico na cavidade fechada e aumentada, aonde 
o substrato proteico inicia o seu dobramento. A cavidade, 
que agora está forrada somente por grupos hidrofüicos, for- 
nece ao substrato proteico um microambiente isolado que 
evita agregações não específicas com outras proteínas não 
dobradas (também chamada de gaiola de Anfinsen). 

2. Em cerca de 10 segundos (tempo que o substrato pro- 
teico tem para se dobrar) , o anel cis catalisa a hidrólise dos 7 
ATPs a ADP + P, (P ; é o símbolo para fosfato inorgânico), 
eoPjé liberado. A ausência dos grupos 7-fosfato do ATP 
enfraquece as interações que ligam a GroES à GroEL. 

3. Uma segunda molécula de substrato proteico se liga ao 
anel trans, seguida pela ligação de 7 ATPs. 

4. A ligação do substrato proteico e do ATP ao anel trans 
induz o anel cis a liberar GroES, 7 ADPs e o substrato pro- 
teico agora, possivelmente, dobrado na forma nativa. Isso 
deixa apenas o ATP e o substrato proteico ligados ao anel 
trans anterior da GroEL, que se torna o anel cis quando da li- 
gação de GroES, então o complexo recomeça um novo ciclo 
a partir da Etapa 1. 

A proteína substrato que não tenha alcançado o estado 
nativo ou não está comprometida a chegar a esse estado é 
prontamente recapturada por GroEL. Um substrato protei- 
co que atinja a sua forma nativa não possui grupos hidrofóbi- 
cos expostos e, assim, não pode se ligar à GroEL. É a hidró- 
lise irreversível do ATP que direciona o ciclo de dobramento 
apenas na direção indicada na Fig. 9.25. 

e. GroEL desdobra o seu substrato proteico antes de facilitar 
seu redobramento 

Como o ciclo anterior promove o dobramento apropriado de 
uma proteína dobrada de forma incorreta? Dois modelos, em 
que um não exclui o outro, receberam mais considerações: 

1. O modelo da gaiola de Anfinsen, no qual o complexo 
GroEL/ES fornece ao substrato proteico um microambiente 
protegido, onde este substrato possa se dobrar na sua confor- 
mação nativa sem que ocorram interferências de agregações 
não específicas com outras proteínas que estejam dobradas 
erroneamente. Além disso, o confinamento do substrato pro- 
teico ao volume relativamente pequeno da cavidade do anel 
cis elimina vias não produtivas de dobramento envolvendo 
conformações estendidas, e o caráter hidrofílico das paredes 
da cavidade promovem vias de dobramento produtivas por 
favorecerem a internalização dos resíduos hidrofóbicos. Em 
termos da teoria da paisagem (Seção 9.1Ch), isto alisaria as 
paredes do funil de dobramento (Fig. 9.13 d) e, assim, facili- 
taria o dobramento do substrato proteico na direção de seu 
mínimo de energia-livre global, ou seja, seu estado nativo. 
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FIGURA 9.25 


Ciclo de reação do sistema de chaperonina GroEL/ES no dobramento proteico. Ver o texto para a explicação. 


2. O modelo do anelamento repetitivo, no qual o desdo- 
bramento, às custas de ATP, de um substrato proteico mal- 
-dobrado e conformacionalmente aprisionado em um dobra- 
mento, é seguido pela sua liberação, permitindo retomar o 
dobramento do estado nativo. Isto ocorreria pela ligação de 
uma proteína dobrada erroneamente às porções hidrofóbi- 
cas em dois ou mais dos sete domínios apicais do anel cis da 
GroEL, seguido pelo estiramento e a consequente liberação 
da proteína, uma vez que a GroEL muda sua conformação 
ao se ligar à ATP e à GroES (observe que essas porções es- 
tão mais separadas no complexo GroEL-[ADP] 7 -GroES 
do que na GroEL isolada; Fig. 9.24). Nos termos da teoria 
da paisagem, esse estiramento liberaria o substrato proteico 
(aumenta sua energia livre) de uma situação de energia míni- 
ma na qual esteve aprisionado e permite, assim, que continue 
(mas não necessariamente complete) sua jornada conforma- 
cional pelo funil até o seu estado nativo. 

Medidas de transferência de energia de ressonância de 
fluorescência (FRET; Seção 9.1Cd) realizadas por Hays 
Rye indicam que o desdobramento forçado do substrato 
proteico pela GroEL aumenta sua taxa de dobramento. A 

Ribulose-l,5-bifosfato carboxilase oxigenase (RuBisCO; 

Seções 24. 3 Ac e 24.3 C) de Rhodospirillum rubrum, que re- 


quer GroEL/ES para dobrar-se em seu estado nativo, foi 
covalentemente marcada em seus domínios N- e C-terminal 
por sondas fluorescentes aceptoras e doadoras, respectiva- 
mente (que não afetam a estabilidade da RuBisCO ou sua 
taxa de dobramento mediada por GroEL). As medidas de 
FRET indicaram que, ao ligar-se ao anel trans de um com- 
plexo GroEL-(ADP)7-GroES, a distância de ponta a ponta 
da RuBisCO, fluorescentemente marcada, aumenta ligeira- 
mente. No entanto, com a adição subsequente de ATP, esta 
distância aumenta muito, dentro de 0,2 segundo, e depois 
diminui para menos que seu valor original, ao longo de um 
período de ~5 segundos. Isso indica que a ligação inicial de 
ATP a GroEL desdobra significantemente seu substrato pro- 
teico ligado que dobra-se, então, a um estado mais compacto 
dentro da cavidade, agora cis, da GroEL/ES. Medidas adi- 
cionais indicam que a fração de RuBisCO desdobrada que se 
dobra ao seu estado nativo aumenta com a extensão de seu 
dobramento anterior, para ser liberada na cavidade cis. 

Como representado na Fig. 9.25, o sistema GroEL/ES li- 
bera seu substrato proteico após cada ciclo de reação, com ou 
sem o dobramento correto da proteína. Ao contrário, SR1, 
o mutante de anel único de GroEL, em seu complexo com 
GroES, não pode liberar seu substrato proteico ligado. No 
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entanto, o substrato proteico preso redobra-se quase quanti- 
tativamente ao seu estado nativo, ao longo de um período de 
alguns minutos, aproximadamente a mesma velocidade que o 
sistema cíclico. Evidentemente, a eficiência com que o subs- 
trato proteico dobra-se ao seu estado nativo varia com o pe- 
ríodo de tempo que ele permanece na cavidade cis (gaiola de 
Anfinsen). Então, por que o sistema GroEL/ES não evoluiu 
de forma que permita que uma proteína desdobrada comple- 
te seu dobramento antes de ser liberada? A resposta pode ser 
que a liberação do substrato proteico da cavidade cis em cada 
volta do ciclo GroEL/ES é um mecanismo protetor que pre- 
vine proteínas irremediavelmente danificadas de entupir per- 
manentemente GroEL. Em um sistema cíclico, um substrato 
proteico gasta apenas uma fração do tempo na cavidade cis. 
Desse modo, jã que o desdobramento forçado aumenta a efi- 
ciência do dobramento, esse é um dos principais contribuintes 
para o mecanismo de dobramento de proteínas multicamadas 
do sistema GroEL/ES. Além disso, o desdobramento força- 
do explica como o sistema GroEL/ES é capaz de facilitar o 
dobramento de várias proteínas que são muito grandes para 
encaixar completamente dentro da cavidade da GroEL. 

Uma variedade de experimentos indica que substratos 
proteicos ligados ao anel aberto da GroEL sozinha são ampla- 
mente não estruturados. Por exemplo, medidadas de RM indi- 
cam que a enzima de 21 kDa di-hidrofolato redutase (DHFR; 
Seção 28.3Bd) ligada a GroEL ou SR1 não tem estrutura 
estável, e medidas de troca de hidrogênio (Seção 9.1Cc) de 
vários substratos proteicos ligados a GroEL indicam ausên- 
cia ou poucas estruturas secundárias. Além disso, medidas de 
FRET da proteína de ligação a maltose, de 41 kDa, ligada ao 
anel trans do complexo GroEL/ES, revela que ela sofre uma 
rápida expansão conformacional quando da adição de ATP 
(como acontece com a RuBisCO), e medidas de RM indicam 
que a DHFR dentro da cavidade da SRl-GroES segue a mes- 
ma trajetória de dobramento que a DHFR livre em solução. 
Portanto, o dobramento mediado por GroEL/ES parece ser 
um processo tudo ou nada ao invés de interativo, em que o 
substrato proteico adquire progressivamente estruturas mais 
semelhantes à nativa em cada rodada de dobramento. Isso su- 
gere que cada vez que um substrato proteico liga-se ao anel 
trans da GroEL/ES ele é elevado para o topo do seu funil de 
dobramento em um processo dirigido por ATP, em que ele 
inicia o dobramento por meio de uma trajetória diferente. 

Em geral, apenas —5% dos substratos proteicos dobram- 
-se ao seus estados nativos em cada reação do ciclo. Portanto, 
para dobrar metade dos substratos proteicos presentes se- 
riam necessários log(l - 0,5)/log(l - 0,05) ~ 14 ciclos de 
reação, logo 7 X 14 = 98 ATPs. Isso pode parecer um uso 
exagerado de ATP, mas é apenas uma fração dos 1 .200 ATPs 
gastos na síntese ribossomal de uma proteína de 300 resíduos 
(4 ATPs por resíduo; Seção 32.2C e 32. 3D), sem mencionar 
o número muito maior de ATPs necessários para síntese des- 
ses aminoácidos (Seção 26.5). 

f. GroEL/ES é necessária para o dobramento de —85 
proteínas de E. c o// in vivo 

O sistema GroEL/ES interage apenas in vivo com um grupo 
de proteínas de E. coli. Ulrich Hartl identificou essas pro- 
teínas por modificação de GroES, inserindo um segmento 
His 6 na extremidade C-terminal (cauda de His) e isolando 
os complexos resultantes GroEL-GroES-proteína substrato 


de lisados de E. coli por cromatografia de afinidade por que- 
lação metálica (Seção 6.3Dg). Esses complexos foram sepa- 
rados por SDS-PAGE (Seção 6.4C) e as proteínas substrato 
identificadas por espectrometria de massa (Seção 7.11). 

Aproximadamente 250 das —2400 proteínas citosólicas 
de E. coli foram encontradas associadas com GroEL/ES. 
Dessas, —165 proteínas ou mostraram pouca tendência em 
agregar durante o dobramento ou podem usar outras proteí- 
nas chaperonas, como o fator desencadeante ou DnaK/J para 
dobrar-se aos seus estados nativos. Entretanto, as —85 pro- 
teínas restantes possuem uma dependencia absoluta do siste- 
ma GroEL/ES para dobrar-se, ou seja, elas invariavelmente 
agregam na ausência de GroEL/ES. Treze dessas proteínas 
são indispensáveis para a viabilidade da E. coli , dessa for- 
ma explicando porque GroEL/ES é também essencial para 
a viabilidade da bactéria. Em torno de 75 a 80% dos sítios 
de ligação da GroEL/ES estão ocupados pelas —85 proteínas 
dependentes de GroEL/ES, apesar de terem apenas abun- 
dância baixa ou intermediária no citosol da E. coli. 

Quais são as características das proteínas obrigatoriamen- 
te substratos da GroEL/ES? As análises, usando o banco de 
dados SCOP (Seção 8.3Cd), dessas proteínas de estrutura co- 
nhecida ou de homólogos de estrutura conhecida revelou que 
muitas delas contém domínios a/p (Seção 8.3Bh). Em par- 
ticular, —35% da massa de todos os substratos proteicos da 
GroEL/ES contém barril a/p (também chamado barril TIM; 
Seção 8.3Bh), apesar de eles compreenderem apenas —5% 
da massa de proteínas totais do citosol. Essas proteínas, cujas 
massas moleculares variam de 23 a 54 kDa, são estabilizadas 
por numerosas interações de longo alcance (em sequência) e, 
consequentemente, seriam esperadas terem, particularmente, 
robustos funis de dobramento, com muitos locais de energia 
livre mínima que poderia prender a proteína. 

Quais são as sequências-motivo nos substratos proteicos 
que ligam GroEL? Durante o ciclo GroEL/ES, as alças mó- 
veis da GroEL (sequência GGIVLTGSA) deslocam esses 
motivos (Seção 9.2Ca) sugerindo, assim, que eles têm sequên- 
cias similares. Além disso, para ser esticado por GroEL, um 
substrato proteico deve ter pelo menos dois desses motivos 
separados por pelo menos 10 resíduos. Procurando por mo- 
tivos com essas características nos —250 substratos proteicos 
da GroEL, George Lorimer e Devarajan Thirumalai encon- 
traram que eles possuem a sequência consenso P_HHH_P_H, 
onde P, H, e _, respectivamente, representam polar, hidro- 
fóbico e qualquer resíduo onde o núcleo da sequência é 
P_HHH. Isso é corroborado pela observação de que em 
substratos proteicos de estrutura conhecida dobrados na for- 
ma nativa, quase todas essas sequências-motivo são ocultas 
(<50% da área de sua superfície está acessível ao solvente), 
embora ocorram em hélices, folhas e alças, aparentemente 
possuem poucas outras preferências estruturais. 

As proteínas substratos dependentes de GroEL/ES per- 
tencem a classes de dobramentos que tendem a ter um maior 
número de superfamílias do que outras proteínas de E. coli. 
Isso sugere que GroEL/ES pode ter facilitado a diversifica- 
ção evolucionária do dobramento de certas proteínas, talvez 
por “tamponar” mutações que de outra forma causariam 
agregação severa. De fato, o sistema GroEL/ES provavel- 
mente desempenhou um papel essencial na evolução do bar- 
ril a/p na plataforma estrutural mais versátil para as funções 
enzimáticas (Seção 8.3Bh). 
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g. As chaperoninas do Grupo II possuem tampas embutidas 
As chaperoninas do Grupo II lembram estruturalmente e fun- 
cionalmente as chaperoninas do Grupo I, mas consistem cm 
anéis de costas um para o outro de 8 ou 9 sub unidades, e não 
possuem cochaperonas correspondentes, tais como GroES. 
As chaperoninas do Grupo II de archea, que são chamadas 
termossomos, consistem em 1 a 3 tipos diferentes de subuni- 
dades. As chaperoninas do Grupo II de eucariolos, que são 
chamadas TRIC (de TCP-1 ring complex, complexo de anel 
TCP-1; TCP de T-complex polypeptide, polipeplídeo comple- 
xo T) ou alternativamente CCT (de chaperonin-containing 
TCP-1, chaperonina contendo TCP-1), possuem dois anéis oc- 
taméricos, cada um consistindo em oito subunidades geneti- 
camente distintas, mas homólogas arranjadas em uma ordem 
específica. Assim como GroEL/ES, cada uma das subunida- 
des TRiC acopla a hidrólise de ATP ao dobramento de subs- 
tratos proteicos. Em tomo de 10% das proteínas citosólicas 
de eucariotos interagem, transitoriamente, com TRiC, muitas 
dessas possuindo necessidade absoluta da ajuda de TRiC para 
o dobramento. Dentre essas, incluem-se uma variedade de 
proteínas estruturais e regulatórias, como as proteínas muscu- 
lares actina e miosina (Seção 35.3A), os principais componen- 
tes do microtúbulo tubulinas cr e p (Seção 35.3G) e proteínas 
que participam na transdução de sinal (Capítulo 19) e regula- 
ção do ciclo celular (Seção 34.4D). A única característica que 


essas proteínas parecem ter em comum é que elas formam 
complexos homo ou hetero-oligomérico. 

Estudos de microscopia crioeletrônica i crio- EM) de 
TRiC de testículo de bovino realizados por Wah Chiu e 
Judith Frydman (Fig. 9.26) revelaram que, ao contrário de 
GroEL, sua forma global está mais próxima da esférica do 
que da cilíndrica. Em crio-EM, a amostra é resfriada a tem- 
peraturas próximas do N 2 líquido (-196°C) tão rapidamente 
(em alguns miiissegundos ) que a água na amostra não tem 
tempo de cristalizar, mas, em vez disso, assume um estado 
vítreo (semelhante ao vidro). Consequentemente, a amos- 
tra mantem-se hidratada e, por isso, retém sua forma nativa 
em uma extensão maior do que a da microscopia electróni- 
ca convencional (em que a amostra é seca a vácuo). Assim 
como GroEL, cada uma das subunidades de TRiC é formada 
pelos domínios equatorial, intermediário e apical. No entan- 
to, o topo de cada domínio apical da TRiC possui uma exten- 
são helicoidal que carece na GroEL. TRiC possui dois esta- 
dos conformacionais: um estado aberto (Fig. 9.26a), em que 
cada extensão helicoidal está orientada mais ou menos tan- 
gencialmente a porção interna do anel, e um estado fechado 
(Fig. 9.26b), em que cada extensão helicoidal oscila em uma 
orientação mais radial, de modo a formar uma tampa seme- 
lhante a íris que fecha a cavidade de i RiC, de uma maneira 
semelhante a forma que GroES fecha a cavidade de GroEL. 

FIGURA 9.26 Estrutura da TRiC de testícu- 
los de bovino, (a) Seu estado aberto e (ò) seu 
estado fechado. Diagramas de superfície das 
estruturas baseadas em crio-EM com resolução 
de — 16A ( cinza transparente) estão mostradas 
como vistas ao longo do eixo de ordem 8 da 
proteína ( esquerda ) e como visto de iado com 
o eixo de ordem 8 inclinado em direção ao 
leitor {direita). A estrutura por raios X de uma 
chaperonina homóloga de archae foi modelada 
dentro do anel superior da imagem baseada 
na técnica de crio-EM, com cada subunidade 
representada por um diagrama de fitas diferen- 
temente colorido. (Cortesia de ludith Frydman, 
Stanford University.) 
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Modelo de TRiC aberto versus estado aberto EM 
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Modelo de TRiC fechada versus estado fechado EM 
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Um mutante de TRiC que carece da tampa ainda hidrolisa 
ATP e liga actina não dobrada com a mesma afinidade da 
tipo selvagem, mas é incapaz de induzir seu dobramento. Isso 
sugere que a tampa da TRiC tem uma função tipo GroES 
em acoplar a hidrólise de ATP ao dobramento produtivo do 
substrato proteico. Interessantemente, o potencial sítio de li- 
gação ao substrato de TRiC não é todo hidrofóbico, já que 
algumas de suas subunidades são revestidas por resíduos po- 
lares. T alvez cada substrato proteico diferente interaj a com 
uma combinação específica de sítios de ligação no domínio 
apical no estado aberto de TRiC. 

h. 0 conceito de automontagem das proteínas deve levar em 
conta proteínas acessórias 

Muitas proteínas podem se dobrar/montar formando suas 
respectivas conformações nativas na ausência de proteínas 
acessórias, embora frequentemente com baixa eficiência. 
Além disso, as proteínas acessórias não são componentes das 
proteínas nativas cujo dobramento/montagem elas facilitam. 
Portanto, as proteínas acessórias devem mediar o dobramen- 
to/montagem apropriado de um polipeptídeo, formando uma 
conformação/complexo nativo guiada somente pelas sequên- 
cias de amino ácidos do polipeptídeo. Sem dúvida alguma, 
o conceito de que as proteínas são entidades que têm auto- 
montagem deve ser modificado para incorporar os efeitos 
das proteínas acessórias. 

3 ESTRUTURA PROTEICA: PREDIÇÃO E ENGENHARIA 

Uma vez que a estrutura primária de uma proteína especi- 
fica a sua estrutura tridimensional, deveria ser possível, ao 
menos em princípio, predizer a estrutura nativa de uma pro- 
teína somente a partir do conhecimento da sua sequência de 
aminoácidos. Isso deve ser feito usando -se métodos teóricos 
com base em princípios físico -químicos, ou por métodos em- 
píricos nos quais esquemas de predição são refinados a partir 
de análises de estruturas proteicas conhecidas. Os métodos 
teóricos, que normalmente tentam determinar a energia de 
conformação mínima de uma proteína, são matematicamen- 
te sofisticados e requerem muita capacidade de computação. 
A enorme dificuldade em realizar tais cálculos de forma su- 
ficientemente precisa e de modo a poderem ser facilmente 
tratados computacionalmente limitou bastante o sucesso 
desses métodos. Contudo, uma compreensão de como e por 
que as proteínas se dobram em suas formas nativas tem por 
base esses métodos teóricos. Nesta seção, será feita uma re- 
senha dos vários métodos usados para predizer as estruturas 
secundárias e terciárias de proteínas, e, por fim, discute-se 
uma técnica relacionada, o planejamento de proteínas que 
terão uma determinada estrutura. 

A. Predição da estrutura secundária 

O caminho mais confiável para se determinar a estrutura 
secundária de um determinado polipeptídeo é mapear sua 
sequência de aminoácidos até encontrar uma proteína ho- 
móloga que tenha estrutura conhecida. Se, entretanto, não 
houver tal estrutura disponível, os métodos de predição 
mencionados anteriormente devem ser utilizados. Discute - 
-se aqui o uso de métodos empíricos para prever estruturas 
secundárias. Os métodos teóricos para prever a estrutura ter- 


ciária de um polipeptídeo, discutidos na seção seguinte, irão, 
se necessário, prever também a estrutura secundária. 

a. Método Chou-Fasman 

Os métodos empíricos tiveram um sucesso razoável na predi- 
ção da estrutura secundária. Fica claro que certas sequências 
de aminoácidos limitam as conformações disponíveis para uma 
cadeia polipeptídica de forma facilmente compreensível. Um 
resíduo Pro, por exemplo, não pode se aj ustar nas porções in- 
teriores de uma hélice a ou de uma folha [3 comum, pois seus 
anéis pirrolidínicos preencheriam o espaço normalmente ocu- 
pado por parte de um segmento adjacente da cadeia e porque 
falta o grupo N — H do esqueleto, que contribui com uma liga- 
ção de hidrogênio. De forma semelhante, as interações esté- 
ricas entre vários resíduos de aminoácidos consecutivos com 
cadeias laterais ramificadas em (p. ex., a Ile e a Thr) irão 
desestabilizar uma hélice a. Além disso, há efeitos mais sutis 
que podem não ser aparentes sem uma análise detalhada das 
estruturas proteicas conhecidas. Aqui, serão discutidos apenas 
os métodos empíricos simples para a predição de hélices a, fo- 
lhas (3 e voltas reversas em proteínas de sequências conhecidas. 

O esquema de predição de uma estrutura empírica desen- 
volvido por Peter Chou e Gerald Fasman pode ser facilmente 
feito de forma manual, e é razoavelmente confiável. A fre- 
quência, f a , com a qual um dado resíduo ocorre em uma hélice 
a em um conj unto de estruturas proteicas é definida como 


TABELA 9.1 Propensão e classificações dos resíduos de 

aminoácidos para a conformação de hélice a 
ou de folhas |3 


Resíduo 

P a 

Classificação 
da hélice 

n 

Classificação 
das folhas 

Ala 

1,42 

K 

0,83 

h 

Arg 

0,98 

*« 

0,93 

h 

Asn 

0,67 

b a 

0,89 

h 

Asp 

1,01 


0,54 


Cys 

0,70 

» 

l u 

1,19 

hp 

Gin 

1,11 

K 

1,10 


Glu 

1,51 

K 

0,37 

B P 

Gly 

0,57 

b a 

0,75 

N 

His 

1,00 

* 

0,87 


Ile 

1,08 

K 

1,60 

*> 

Leu 

1,21 

K 

1,30 


Lys 

1,16 

K 

0,74 

h 

Met 

1,45 

K 

1,05 

hp 

Phe 

1,13 

K 

1,38 


Pro 

0,57 

K 

0,55 


Ser 

0,77 

i* 

0,75 

h 

Thr 

0,83 

■ 

1,19 


Trp 

1,08 

K 

1,37 


Tyr 

0,69 

K 

1,47 


Vai 

1,06 

K 

1,70 



Fonte: Chou, RY., e Fasman, G.D., Annu, Rev. Biochem. 47, 258 (1978). 
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em que n a é o número de resíduos de amino ácidos de dado 
tipo que ocorre na hélice aenéo número total de resíduos 
desse tipo no conjunto das proteínas consideradas. A pro- 
pensão de um dado resíduo de amino ácido ocorrer em uma 
hélice a é definida como 





em que (fj é o valor médio de f a para todos os 20 resíduos. 
Consequentemente, um valor de P a > 1 indica que um resíduo 
ocorre em uma hélice a com uma frequência maior do que em 
outras regiões da proteína. A propensão, P 3 , de um resíduo 
ocorrer em uma folha p é definida de maneira semelhante. 

A Tabela 9.1 contém uma lista de propensões a formar 
estruturas a e p com base na análise de 29 estruturas deter- 
minadas por raios X. De acordo com esse valor, a propensão 
de um resíduo é classificada como altamente formadora (PP), 
formadora (h), pouco formadora (7), indiferentemente for- 
madora (i), não formadora ( b ), ou altamente não formadora 
(B) dessa estrutura secundária. U dlizando esses dados, Chou 
e Fasman formularam as seguintes regras empíricas (o mé- 
todo Chou-Fasman) para predizer estruturas secundárias de 
proteínas: 


1. Um grupo de quatro resíduos formadores de hélice (H a 
ou h a , com I a valendo meio hj em um conj unto dos seis resí- 
duos contíguos irá nuclear uma héüce. O segmento de hélice 
se propaga em ambas as direções da cadeia polipeptídica até 
que o valor médio de P a para um segmento tetrapeptídico 
seja menor do que de 1,00. Um resíduo Pro, portanto, pode 
ocorrer somente nos N-terminais de uma hélice a. 

2. Um grupo de três resíduos formadores de folha p (H^ ou 
hç) em um segmento de cinco resíduos contíguos irá nuclear 
uma folha. A folha é propagada em ambas as direções até 
que o valor médio de para um segmento tetrapeptídico 
caia abaixo de 1 ,00. 

3. Para regiões que contenham sequências que formem 
tanto a como p, a região de sobreposição é prevista como 
sendo helicoidal se seu valor médio de P g é maior que o valor 
médio de P p ; do contrário, supõe-se que ocorra uma confor- 
mação folha. 

Essas regras empíricas e de fácil aplicação predizem as 
posições de segmentos em hélice a e em folha p e em uma 
proteína com uma confiabiüdade média de 50% e, em ca- 
sos mais favoráveis, de 80% (Fig. 9.27; note, no entanto, que 
como as proteínas consistem, em média, em 31% de héüce a 
e 28 % de folhas p , as predições aleatórias dessas estruturas 
secundárias seriam em média 30% corretas). 
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Cí 


r 




b MR h b~ 


1,09 


h-- — — | ^ b-- 

|___1>26 __| y 1,02_ | y 0,_82 

y | j_____b04 | 0,96 _| 

^ | ... j | bQS . _ ^ 


0j69 




-H 


Ul 


1,45 1,51 1,51 1,16 1,21 1,16 1,16 0,77 1,16 1,08 1,08 1,13 1,06 1,06 0,57 0,57 0,57 0,57 0,77 0,57 1,16 0,57 0,83 1,11 

B n B„ k. 


l a a o a Jt a a “a '“a “a Jt a r "a -“a a a “ct "'□t ■'a "a 

1,9 “3,5 -3,5 -3,9 3,8 -3,9 -3,9 -0,8 -3,9 4,5 4,5 2,8 4,2 4,2 -0,4 -0,4 -1,6 -0,4 -0,8 -0,4 ^3,9 -0,4 -0,7 -3,5 

Mct— Glu~ Glu — Lys — Leu ~ Lys — Lys Ser ~ Lys — Ilc- lle~ Phe ~ Vai ~ Vai — Gly - Gly - Pro - Gly — Ser — Gly “ Lys - Gly - Thr r ~ Gin 


Hélice observada 


Folha observada 


Volta observada 

Hélice prevista 

Folha prevista 

Volta prevista 


‘3 H 


Ha Ha Ha Ha H 


■3 3 


jí “(í 


B, 


1,05 0,37 0,37 0,74 1,30 0,74 0,74 0,75 0,74 1,60 1,60 1,38 1,70 1,70 0,75 0,75 0,55 0,75 0,75 0,75 0,74 0,75 1,19 1,10 


. 0,96 

L Ul 


j. 1,38 


b 


b 


1,33 


) _U_7_ 


b 


A2_2_ 

0,94 




FIGURA 9.27 Predição da estrutura secundária. A predição de hélices a e folhas p foi feita pelo método de Chou-Fasman, e a 
predição das voltas reversas pelo método de Rose para os 24 resíduos do N-terminal da adenilato-cinase. As tendências e classifi- 
cações das hélices e folhas foram tiradas da Tabela 9.1. As linhas sólidas indicam todas as sequências de hexapeptídeos que podem 
nuclear uma hélice a (acima) e todas as sequências de pentapeptídeos que podem nuclear uma folha p (abaixo), como está explica- 
do no texto. A tendência média de formação de hélices e folhas para cada segmento polipeptídico nas regiões apropriadas é dada 
acima das linhas tracejadas correspondentes. Observa-se que 12 dos 15 resíduos têm as estruturas secundárias previstas (meio), 
de forma que a precisão da predição, nesse caso, é de 80%. As voltas reversas estão previstas para ocorrerem nas sequências nas 
quais a hidropatia (Tabela 8.6) é mínima e para não ocorrem nas regiões previstas como helicoidais. Observa-se que a região que 
combina com esse critério tem uma volta reversa. (Segundo Schultz, G.E., e Schirmer, R.H., Principies ofProtein Structure, p. 121, 
Springer-Verlag [1979].) 
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b. As voltas reversas são caracterizadas por um mínimo de 
hidrofobicidade ao longo da cadeia polipeptídlca 

As posições das voltas reversas também podem ser preditas 
pelo método de Chou-Fasman. Entretanto, uma vez que uma 
volta reversa normalmente consiste em quatro resíduos con- 
secutivos, cada um com uma conformação diferente (Seção 
8.1D), sua predição algorítmica é necessariamente mais tra- 
balhosa do que aquela para folhas e hélices. 

Rose propôs um método empírico mais simples para a 
predição das posições das voltas reversas. As voltas reversas 
quase sempre ocorrem na superfície de uma proteína e, em 
parte, definem essa superfície. Uma vez que o núcleo de uma 
proteína consiste em grupos hidrofóbicos e as superfícies são 
relativamente hidrofílicas, as voltas reversas ocorrem em 
posições ao longo da cadeia polipeptídica onde a hidropatia 
(Tabela 8.6) é mínima. Usando esses critérios para subdivi- 
dir uma cadeia polipeptídica, pode-se deduzir as posições da 
maioria das voltas reversas por inspeção (Fig. 9.27). Uma 
vez que esse método frequentemente prediz a ocorrência de 
voltas reversas em regiões helicoidais (as hélices são todas 
voltas), ele pode ser aplicado somente a regiões que não têm 
predição de serem helicoidais. 

c. Bases físicas da propensão à hélice a 

Por que os resíduos de aminoácidos têm diferenças na pro- 
pensão a formar uma hélice a? Essa questão foi respondida, 
em parte, por Matthews pela análise estrutural e termodinâ- 
mica da lisozima T4 (Seção 9.1Bd) na qual a Ser 44, um resí- 
duo exposto a solvente no meio de uma hélice a de 12 resí- 
duos (3,3 voltas), foi substituída mutagenicamente por outros 
19 aminoácidos, um de cada vez. As estruturas por raios X 
de 13 dessas proteínas variantes revelaram que, com exceção 
de Pro, as substituições não causaram distorções significati- 
vas no esqueleto da hélice a e, portanto, essas diferenças na 
propensão de uma hélice a são improváveis de surgir devido 
a tensões. Entretanto, para 17 dos aminoácidos (todos menos 
Pro, Gly e Ala), a estabilidade de uma hélice a aumenta com 
a quantidade da superfície hidrofóbica da cadeia lateral que é 
“enterrada" (fica fora do contato com o solvente) quando 44 
resíduos são transferidos de um estado totalmente estendido 
para uma hélice a. A baixa propensão de uma hélice a de Pro 
é devida à tensão que sua presença gera em uma hélice a, e 
a baixa propensão da Gly deriva do custo entrópico associa- 
do com a restrição dessa conformação flexível de resíduos em 
uma conformação a-helicoidal (compare as Figs. 8.7 e 8.9) e 
sua falta de estabilidade hidrofóbica. A alta propensão à héli- 
ce a da Ala, entretanto, é causada pela falta de um substituin- 
te y (que todos os resíduos de aminoácidos, menos Gly e Ala, 
possuem) e, consequentemente, devido à ausência do custo 
entrópico associado a esse grupo conformacionalmente res- 
trito e com pequena quantidade de estabilidade hidrofóbica. 

d. Algoritmos de predição da estrutura secundária com base 
em computação 

Um grande número de sofisticadas predições algorítmicas de 
estruturas secundárias com base em computação foi desenvol- 
vido. A maioria delas, assim como o método Chou-Fasman, uti- 
liza um conjunto de parâmetros cujos valores são determinados 
pela análise de um conjunto de proteínas não homólogas com 
estruturas conhecidas, em alguns casos acoplados com técnicas 
de minimização de energia. A acurácia desses algoritmos são 


tipicamente —60% em predizer qual dos três estados confor- 
macionais, hélice, folha ou espiral adota um determinado resí- 
duo em uma proteína. No entanto, um aumento significativo na 
acurácia foi adquirido (acima de 80% pelo emprego de infor- 
mações evolucionárias através do uso de alinhamento de múlti- 
plas sequências. Isso é devido ao conhecimento da distribuição 
dos resíduos em, e à volta de, cada posição em uma série de 
proteínas homólogas e, presumivelmente estruturalmente se- 
melhantes, o que fornece uma indicação melhor das tendências 
estruturais da proteína do que uma simples sequência. 

Vários algoritmos de predição de estrutura secundárias 
estão disponíveis na internet. Entre eles está o Jpred3 (http:// 
www.compbio.dundee.ac.uk/www-jpred/), que classifica as 
conformações dos resíduos como sendo ou helicoidal (H) ou 
folha [3 estendida (E) ou espiral (-) com 81,5% de confiabili- 
dade, O cálculo da predição requer como entrada tanto a se- 
quência de um polipeptídeo como um alinhamento sequencial 
múltiplo. Entretanto, se Jpred3 é alimentado com apenas uma 
sequência, ele usará primeiro o PSI-BLAST (Seção 7.4Bi) 
para construir um alinhamento de múltiplas sequências, 

Embora se tenha visto que a estrutura secundária é dita- 
da principalmente pelas sequências locais, também observa- 
-se que a estrutura terciária pode influenciar a estrutura se- 
cundária (Seção 9.1Be). A incapacidade dos esquemas, por 
mais sofisticados que sejam, de predizer estruturas secundá- 
rias com uma confiabilidade de —80% é, portanto, parcial- 
mente explicada pela incapacidade que esses métodos têm 
em considerar a contribuição das interações terciárias. 

B. Predição da estrutura terciária 

Os bancos de dados de sequências (Seção 7.4A) contêm as se- 
quências de cerca de 7 milhões de polipeptídeos, e a veloci- 
dade rápida com que genomas inteiros estão sendo sequencia- 
dos (Seção 7.2C) prevê que muito mais sequências logo serão 
conhecidas. De fato, apenas uma pequena fração das —70.000 
estruturas proteicas no PDB (Seção 8.3B) são únicas porque 
muitas delas são da mesma proteína ligadas à moléculas pe- 
quenas diferentes, formas mutantes da mesma proteína ou 
proteínas intimamente relacionadas. Além disso, cerca de 40% 
das fases de leitura abertas (sequências de ácidos nucleicos que 
parecem codificar proteínas) que aparecem nas sequências ge- 
nômicas conhecidas especificam proteínas cujas funções são 
desconhecidas.Consequentemente, formular um método para 
predizer de forma confiável a estrutura nativa de um polipep- 
tídeo a partir apenas de sua sequência é o principal objetivo da 
bioquímica. Nos parágrafos seguintes, será discutido o progres- 
so que tem sido feito para alcançar esse objetivo. 

Atualmente, existem várias abordagens importantes para 
predizer a estrutura terciária. A abordagem mais simples e 
mais confiável, a modelagem por homoiogia ou comparativa, 
alinha a sequência polipeptídica de interesse com as sequên- 
cias de uma ou mais proteínas homólogas que já tenham suas 
estruturas conhecidas, compensando por substituições de ami- 
noácidos, assim como inserções e deleções ( indels ) por meio 
de modelagem e de cálculos de minimização de energia. Para 
proteínas com pelo menos 30% da identidade nas sequências, 
esse método pode fornecer um desvio nos resultados do cál- 
culo de mínimos quadrados (rmsd) entre o previsto e as posi- 
ções observadas dos átomos C a correspondentes da proteína 
“desconhecida” (quando se usa dados de pro temas que já têm 
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suas estruturas conhecidas) de pelo menos 2,0 À. Entretanto, 
a precisão desse método diminui abruptamente (o valor de 
rmsd aumenta rapidamente) à medida que o grau de identida- 
de da sequência cai para menos de 30%. Por outro lado, para 
polipeptídeos que têm mais de 60 % de identidade, o modelo 
de homologia pode ter um valor de rmsd de cerca de 1 À (a 
mesma precisão das posições atômicas em uma estrutura por 
raios X determinada com cerca de 2,5 À de resolução). 

Há vários casos nos quais as proteínas podem ser estrutu- 
ralmente semelhantes, mesmo que as suas sequências tenham 
divergido tanto que não possuam mais nenhuma similarida- 
de aparente. Modelagem por homologia ou por comparação, 
é uma técnica computacional que procura determinar o do- 
bramento desconhecido de uma proteína tentando descobrir 
se a sua sequência é compatível com qualquer um dos mem- 
bros de uma biblioteca de estruturas proteicas. Isso é feito 
alinhando-se os resíduos da proteína “desconhecida” com o 
esqueleto de uma proteína cuja estrutura seja conhecida e de- 
terminando-se a estabilidade das cadeias laterais da proteína 
conhecida, naquele arranjo de aminoácidos. Então, desloca-se 
o alinhamento da proteína de estrutura desconhecida por um 
resíduo de aminoácido, repetindo-se os cálculos a cada novo 
deslocamento de aminoácido, enquanto permite a possibilida- 
de de indels . Se o dobramento “correto” puder ser encontrado 
(e não há nenhuma garantia que o dobramento da proteína 
desconhecida se assemelhe a qualquer dobramento presente 
na biblioteca), o modelo resultante pode ser melhorado pela 
modelagem por homologia. Esse método já produziu resulta- 
dos encorajadores, embora não possa ser considerado confiá- 
vel. Claro que, se os algoritmos de alinhamento da sequência 
(Seção 7.4B) aperfeiçoam a capacidade de reconhecer homó- 
logos distantes, as sequências que anteriormente teriam sido 
candidatas a reconhecer o dobramento podem, ao invés disso, 
ser tratadas diretamente por modelagem comparativa. 

Uma vez que a estrutura nativa de uma proteína depende 
somente da sua sequência de aminoácidos, deveria ser pos- 
sível, a princípio, predizer a estrutura de uma proteína com 
base somente em suas propriedades físico-químicas (p. ex., 
interações com o solvente, volume atômico, carga, as pro- 
priedades das ligações de hidrogênio, as interações de van der 
Waals e os potenciais ângulos de torção das ligações de todos 
os átomos) . O principal problema encontrado por tais méto- 
dos de novo (do latim: desde o início, sinônimo de ab initio) 
é que as cadeias polipeptídicas têm um número astronômico 
de conformações não nativas de baixa energia, de forma que 
requerem cálculos extensivos e altamente detalhados para de- 
terminação da energia mais baixa dos polipeptídeos. 

Para avaliar a efetividade dos numerosos algoritmos de 
novo que foram calculados, assim como o esquema de predi- 
ção de outras estruturas, uma Avaliação Crítica de Predição 
de Estrutura (CASP; de Criticai Assessment of Structure 
Prediction ) tem sido realizada a cada dois anos a partir de 
1994. São fornecidas aos participantes da CASP as sequên- 
cias de proteínas cujas estruturas serão logo determinadas 
por cristalografia por raios X ou espectrometria por RM e 
eles submetem a predição das estruturas dessas proteínas 
para comparação com as estruturas determinadas experi- 
mentalmente. Ao longo dos anos, os métodos de novo foram 
significativamente melhorados, de ser pouco melhor do que 
palpites aleatórios para predizer a topologia do dobramento 
de proteínas com < 200 resíduos com uma taxa de sucesso 


(a) (b) 



FIGURA 9.28 Exemplos de predições de dobramento bem 
sucedidas pelo Rosetta. Cada painel mostra a sobreposição de 
um modelo predito (cinza) com a correspondente estrutura por 
raios X experimentalmente determinada, colorida na ordem do 
arco-íris, do N-terminal (azul) ao C-terminal ( vermelho ) com 
as cadeias laterais do núcleo representadas na forma de bastão, 
(o) Uma proteína de função desconhecida de Thermus ther- 
mophilus HB8 (PDBid 1WHZ). Os esqueletos proteicos estão 
alinhados com uma acurácia de 1,6 A ao longo de 70 resíduos. 
(b) Proteína BH3980 (10176605) de Bacillus haloduram (PD- 
Bid 2HH6). Os esqueletos proteicos estão alinhados com um 
acurácia de 1,4 A ao longo de 90 resíduos. (Cortesia de Gautam 
Dantas, Washington University School of Medicine, EUA.) 

de —20% e, ocasionalmente, com acurácia quase atômica. 
Rosetta, o algoritmo de novo mais consistentemente bem 
sucedido nos últimos CASPs, que foi formulado por David 
Baker, é enormemente dependente de computadores. Para 
satisfazer suas necessidades computacionais, Baker organizou 
uma rede de computadores conhecida como Rosetta@home, 
que usa o tempo ocioso de aproximadamente, 100.000 com- 
putadores voluntários, de forma que uma média de —500.000 
CPUs podem estar dedicados por horas a predizer a estrutura 
de cada domínio. Exemplos de predição de estruturas protei- 
cas bem sucedidas pelo Rosetta estão mostradas na Fig. 9.28. 

C. Engenharia proteica 

Embora ainda não se tenha solucionado completamente os 
problemas do dobramento proteico, foram feitos progressos 
consideráveis para resolver o problema inverso: a geração 
de sequências polipeptídicas para estruturas tridimensionais 
específicas, isto é, a engenharia proteica. Isso acontece, pro- 
vavelmente, porque um polipeptídeo pode ser “engenhado” 
para chegar à conformação desejada. Consequentemente, 
a engenharia proteica forneceu ideias para a estabilidade e 
o dobramento das proteínas e promete fornecer proteínas 
úteis “feitas sob medida”. A engenharia proteica se inicia 
com uma estrutura-alvo, como um feixe de 4 hélices, e procu- 
ra encontrar uma sequência de aminoácidos que forme essa 
estrutura. O polipeptídeo engenhado é então sintetizado e 
sua estrutura é elucidada. 

Uma engenharia bem-sucedida necessita não somente 
que o dobramento desejado seja estável, mas que os outros 
dobramentos sejam significantemente menos estáveis (por 
cerca de —15 a 40 kJ • moF 1 ). Senão, a sequência encontrada 
como sendo a mais estável na conformação desejada pode 
na realidade ser mais estável em outras conformações. Antes 
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que os conceitos de engenharia negativa fossem implemen- 
tados, os esforços para desenhar proteínas produziram um 
conjunto de estados parecidos com glóbulos fundidos e não 
os dobramentos desej ados. 

Os projetos de engenharia proteica mais bem sucedidos 
redesenharam proteínas de ocorrência natural para aumen- 
tar sua estabilidade ou para proporcioná-las novas funciona- 
lidades. Devido a rígida restrição estérica no núcleo das pro- 
teínas globulares, a engenharia proteica gera proteínas cujos 
arranjos das cadeias laterais internas é semelhante àquelas 
das proteínas originais. Consequentemente, o desenho de 
uma proteina com um novo dobramento deve ser o teste 
mais rigoroso dos métodos de engenharia proteica. 

Baker engenhou uma proteína a/p topologicamente nova, 
de 93 resíduos, que ele chamou de Top7. Um modelo bi-di- 
mensional grosseiro da proteína-alvo foi criado e as restrições 
estruturais que definem sua topologia (p. ex., ligações de hidro- 
gênio e voltas inversas) foram identificadas. Rosetta foi, então, 
utilizado para gerar 172 modelos tridimensionais do esqueleto 
dorsal apenas com a topologia desejada, reunindo fragmentos 
de 3- e 9- resíduos com as estruturas secundárias necessárias a 
partir do Protein Data Bank (PDB; Banco de Dados Proteico). 
As cadeias laterais foram inicialmente colocadas consideran- 
do todos os conjuntos de ângulos de torção energiticamente 
favoráveis (que são conhecidos como rotâmeros) para cada 
tipo de cadeia lateral, exceto a Cys na posição 71 no núcleo da 
proteína e para os resíduos polares nas 22 posições superficiais 
remanescentes e utilizando Rosetta para identificar as estrutu- 
ras de mais baixa energia. Esses modelos foram então estrutu- 
ralmente otimizados através de 15 ciclos usando Rosetta para 
calcular a conformação do esqueleto dorsal de mais baixa ener- 
gia para fixar a sequência de aminoácidos, seguido de reenge- 
nharia da sequência, como previamente descrito, finalmente 
gerando Top7. Apesar de as diferenças estruturais entre Top7 
e o seu modelo inicial terem sido pequenas (seus esqueletos 
dorsais possuem um rmsd de 1,1 A), elas tiveram mudanças 
drásticas na sequência (com apenas 31% dos resíduos em Top7 
idênticos àqueles em seu modelo inicial). 

Um gene para a expressão de Top7, com uma cauda de 
His C- terminal, foi sintetizado (Seção 7. 6 A) e expresso, e a 
proteína foi purificada por cromatografia de afinidade por 
quelação metálica (Seção 6.3Dg) seguida por cromatografia 
de troca iônica (Seção 6. 3 A). Top7 é altamente solúvel em 
solução aquosa e é monomérica, como indicada por croma- 
tografia de gel-filtração (Seção 6.3B). Ela é notavelmente es- 
tável: seu espectro de dicroismo circular (DC; Seção 9.1 Ca) 
a 98°C é bastante semelhante ao realizado a 25°C. A estru- 
tura de raios X de Top7 é toda idêntica, dentro do erro ex- 
perimental, a estrutura do modelo projetado: seus rmsd de 
todos os átomos do esqueleto dorsal é 1,17 Á, e muitas de 
suas cadeias laterais do núcleo da proteína são efetivamente 
sobrepostos (Fig. 9.29). Evidentemente, dobramentos protei- 
cos que não foram observados na natureza não são apenas 
fisicamente possíveis, mas podem ser altamente estáveis. 

Baker também usou os princípios de engenharia protei- 
ca para gerar enzimas que catalisam reações não biológicas. 
Ele fez isso enxertando constelações engenhadas de cadeias 
laterais na superfície de proteínas que ocorrem naturalmen- 
te para formar o sítio ativo desejado. Como será visto no 
Capítulo 15, a atividade catalítica das enzimas são extraordi- 
nariamente sensíveis às posições dos seus grupos catalíticos. 



FIGURA 9.29 Sobreposição do modelo desenhado de Top7 
{azul) com sua estrutura de raios X {vermelho}. As cadeias 
laterais do núcleo estão representadas na forma de bastões. 
(Cortesia de Gautam Dantas, Washington University School of 
Medicine. PDBid 1QYS.) 

4 DINÂMICA PROTEICA 

O fato de que os estudos por raios X produziram uma média 
de “fotografias instantâneas” pode deixar a falsa impressão 
de que as proteínas têm estruturas fixas e rígidas. Na verda- 
de, ficou bem claro que as proteínas são moléculas flexíveis e 
com oscilações rápidas, sendo que a mobilidade estrutural tem 
um significado funcional considerável Por exemplo, os estu- 
dos por raios X indicam que os grupos heme da mioglobina e 
da hemoglobina estão de tal modo envolvidos pelas proteínas 
que não há um caminho aberto para que o Õ 2 se aproxime 
ou escape do bolsão de ligação. Mesmo assim, sabe-se que a 
mioglobina e a hemoglobina ligam e liberam 0 2 rapidamen- 
te. Essas proteínas devem, portanto, passar por oscilações 
na conformação, movimentos de respiração ( breathing ), que 



FIGURA 9.30 Oscilações conformacionais na mioglobina. 

Uma concepção artística dos movimentos de respiração ( brea- 
thing ) da mioglobina. Esses movimentos permitem a liberação 
da molécula de 0 2 que estava ligada à proteína {as duas esferas 
vermelhas). As linhas pontilhadas marcam a trajetória tortuosa 
que uma molécula de 0 2 deve seguir através da proteína que está 
oscilando rapidamente antes de conseguir finalmente escapar. A 
ligação com 0 2 parece assemelhar-se ao inverso do processo des- 
crito. (Ilustração, Irving Geis. Imagem da coleção de Irving Geis, 
Howard Hughes Medicai Institute. Reimpressa com permissão.) 
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permitam que o 0 2 tenha um razoável livre acesso ao grupo 
heme (Fig. 9.30). As estruturas tridimensionais da mioglobina 
e da hemoglobina evoluíram, desenvolvendo a flexibilidade 
necessária para facilitar a difusão do 0 2 ao bolsão de ügação. 

Os movimentos intramoleculares das proteínas têm sido 
classificados em três amplas categorias, de acordo com a sua 
coerência: 

1. Oscilações atômicas, como as vibrações de cada uma das 
ligações, têm períodos variando de 10“ l3 a IO -11 s e desloca- 
mentos espaciais entre 0,01 e 1 À. 

2. Movimentos coletivos, nos quais os grupos de átomos liga- 
dos covalentemente, que variam desde o tamanho das cadeias 
laterais até o tamanho inteiro dos domínios, movem-se como 
uma unidade com períodos de tempo que variam de IO” 12 a 
10' J s e deslocamentos espaciais entre 0,01 e mais de 5 Ã. Tais 
movimentos podem ocorrer com muita ou pouca frequência, 
se comparados com seus períodos de tempo característicos. 

3. Mudanças conformacionais induzidas, nas quais grupos 
de átomos variando em tamanho desde cadeias laterais indi- 
viduais até as subunidades completas movem-se em resposta 
a estímulos específicos, tais como a ligação de uma pequena 
molécula (p. ex., ATP ou GroEL [Seção 9.2Ca]). A mudança 
conformacional aconteceu sempre que ocorreram mudanças 
ao longo do tempo, mudando de 10 9 para 10 3 e resultando 
em deslocamento atômico entre 0,5 e 10 À. 



Nesta seção, discute-se como os vários movimentos são ca- 
racterizados e seu significado funcional e estrutural. Será dada 
mais ênfase aos movimentos coletivos e às oscilações atômicas; 
as mudanças conformacionais induzidas serão consideradas em 
um capítulo adiante, conectado a proteínas específicas. 

a. As proteínas têm estruturas móveis 
A análise cristalográfica por raios X é uma técnica poderosa 
para a análise de movimentos em proteínas; ela revela não so- 
mente as posições médias dos átomos em um cristal, mas tam- 
bém a média do quadrado do deslocamento dessas posições. A 
análise por raios X indica, por exemplo, que a mioglobina tem 
um núcleo rígido envolvendo o grupo heme e que as regiões 
da periferia da molécula têm um caráter mais móvel. De for- 
ma semelhante, o domínio apical da GroEL e a alça móvel da 
GroES são altamente flexíveis quando as proteínas estão indi- 
vidualizadas, mas quando elas interagem no complexo GroEL- 
GroES-(ADP) 7 elas se tornam significan temente mais rígidas 
(Fig. 9.31; Seção 9.2Ca). De fato, como foi visto (Seção 9.1Bg), 
as porções dos sítios de ligação de muitas proteínas se tornam 
rígidas quando ligadas às suas respectivas moléculas-alvo. 

Simulações da dinâmica molecular, uma técnica teórica 
cujo pioneiro foi Martin Kaplus, revelaram a natureza dos mo- 
vimentos atômicos das proteínas. Nesta técnica, aos átomos de 
uma proteína com estrutura conhecida e às moléculas de sol- 
vente que a envolvem são inicialmente atribuídos movimentos 
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FIGURA 9.3: Mobilidade da subunidade da GroEL. Em (à) na estrutura por raios X da GroEL isolada e ( b ) na estrutura por 

raios X do complexo GroEI^GroES-( ADP) 7 . O esqueleto polipeptídico está colorido na ordem das cores do arco-íris de acordo 
com o grau de movimentação térmica, com o azul sendo o menos móvel (frio) e o vermelho sendo o mais móvel (quente). As su- 
bunídades estão orientadas como na Fig. 9.22a, b. Observe que o final externo do domínio apical, cuja função de ligação tanto ao 
substrato proteico como à alça móvel da GroES (Seção 9.2Ca), é mais móvel na GroEL isolada ( vermelho e vermelho-alaranjado ) 
do que no complexo GroEL-GroES-(ADP) 7 (cor de laranja e amarelo). (Com base nas estruturas por raios X determinadas por 
Axel Brunger, Arthur Horwich e Paul Sigler, Yale University, EUA. PDBids [a] ÍOEL e [ò] 1AON.) 


Do na 1 d Voet / Judith G. Voet 


aleatórios com velocidades que são uma característica cole- 
tiva a uma dada temperatura. Então, depois de um primeiro 
passo que dura cerca de 1 fentossegundo (1 fs = IO” 15 s), os 
efeitos somados de várias forças interatômicas que agem no 
sistema (aquelas devido ao afastamento no comprimento de 
ligações covalentes ideais, ângulos e ângulos de torção, assim 
como interações não covalentes) sobre a velocidade de cada 
um dos seus átomos são calculados de acordo com as equações 
de Newton para o movimento. Uma vez que todos os átomos 
no sistema terão se movido depois desse espaço de tempo (por 
uma distância que é somente uma pequena fração do compri- 
mento da ligação), as forças interatômicas (potencial de cam- 
po) em cada átomo terão mudado da mesma forma (embora 
por apenas um pequeno valor). Então, usando esse campo po- 
tencial alterado, junto com as novas posições e velocidades dos 
átomos, o cálculo é repetido para qualquer tempo adicional. 
Esse processo, que usa intensivamente a computação, é repe- 
tido por mais de 1 p,s para proteínas com cerca de 100 resíduos 
(tempo que pode ser aumentado de acordo com a capacidade 
computacional disponível), produzindo assim um registro de 
posições e velocidades de todos os átomos do sistema no pe- 
ríodo de tempo. 

As simulações de dinâmica molecular (p. ex., Fig. 9.32) 
têm revelado que as estruturas nativas de uma proteína consis- 
tem realmente em uma grande gama de sub estados conforma- 
cionais que possuem estabilidades essencialmente iguais. Esses 
subestados, onde cada um tem arranjo atômico ligeiramente 
diferente, são interconvertidos aleatoriamente em velocida- 
des que aumentam com a temperatura. Consequentemente, 
o interior de uma proteína tem um caráter muito semelhante 
a um fluido, para deslocamentos estruturais acima de 2 Á. 
Isto é, para deslocamentos que são um pouco maiores que o 
comprimento de uma ligação. 

Gregory Petsko e Dag mar Ringem demonstraram a sig- 
nificância que os movimentos internos têm para a função 
das proteínas. Tanto as evidências experimentais como as 
teóricas indicam que abaixo de cerca de 220 K (-53 °C) os 
movimentos coletivos em proteínas são detidos, tomando as 


oscilações atômicas o movimento intramolecular dominan- 
te. Por exemplo, estudos por raios X têm mostrado que, a 
228 K, a enzima RNase A, em sua forma cristalina, liga-se 
prontamente a um substrato não reativo análogo (os cristais 
da proteína geralmente contêm grandes canais preenchidos 
por solvente através dos quais moléculas pequenas podem 
se difundir com rapidez; a baixas temperaturas, a água não 
congela pela adição de anticongelantes como o metanol). 
Assim, quando o mesmo experimento é realizado a 212 K, 
o substrato análogo não se liga à enzima, mesmo depois de 6 
dias de exposição. Da mesma forma, a 228 K, o solvente livre 
de substrato lava o análogo do substrato ligado para fora do 
cristal em poucos minutos, mas, se a temperatura é baixada 
primeiro para 212 K, o análogo do substrato permanece liga- 
do à enzima cristalina por pelo menos 2 dias. Evidentemente, 
a RNase A fica em um estado de gelo quando abaixo de 212 
K, muito rígido para ligar ou liberar o substrato. Nos termos 
da teoria da paisagem, isso é interpretado como a proteína 
sendo presa em um único poço de energia. 

b. A mobilidade do núcleo da proteína é revelada pela 
vibração do anel aromático 

A velocidade com a qual anéis de Phe ou de Tyr internos em 
uma proteína fazem um giro de 180° ao redor das ligações 
C p — C. y indica a rigidez do meio da proteína. Isto porque, no 
interior bem compactado de uma proteína, esse grupo assi- 
métrico volumoso pode se mover somente quando os grupos 
que o circundam se movem transientemente para os lados 
(observe que esses anéis têm uma forma elipsoide achatada, 
e não de discos finos). 

A espectroscopia por RM pode determinar as movimenta- 
ções de grupos proteicos sobre uma ampla gama de escalas de 
tempo. Consequentemente, a velocidade com a qual um dado 
anel aromático em uma proteína dá essa virada é melhor in- 
ferida a partir de análises de espectros de RM (movimentos 
infrequentes, tais como o giro dos anéis, não são detectados 
por cristalografia por raios X, uma vez que essa técnica revela 
somente a estrutura média das proteínas). As medidas por RM 



FIGURA 9.32 Movimentos internos da 
mioglobina determinados por meio de 
simulações de dinâmica molecular. Vá- 
rias fotos instantâneas da molécula em 
intervalos de 5 X 10” s estão sobrepos- 
tas. (a) Esqueleto C a e grupo heme. O 
esqueleto é mostrado em azul, o heme 
em amarelo e o resíduo His ligando ao 
Fe em cor de laranja. ( b ) Hélice a. O es- 
queleto é mostrado em azul, as cadeias 
laterais em verde e as ligações de hidro- 
gênio da hélice como linhas tracejadas 
em cor de laranj a. Observe que as héli- 
ces tendem a se mover de maneira coe- 
rente de modo a manterem sua forma. 
(Cortesia de Martin Karplus, Harvard 
University, EUA.) 
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indicam que a velocidade com que os anéis giram de lado varia 
desde mais de IO" 6 s' 1 até a imobilidade (< 1 s l ), dependendo 
tanto da proteína quanto da localização do anel aromático den- 
tro da proteína. For exemplo, o inibidor de tripsina pancréatica 
bovina (BPTI; de bovine pancreatic trypsin inhibitor ) é uma 
proteína monomérica de 58 resíduos que possui oito resíduos 
de Phe e Tyr. A 4°C, quatro desses anéis de Phe e Tyr viram de 
lado a velocidades > 5 X 10 4 s _1 , enquanto que os quarto anéis 
remanescentes viram de lado a velocidades que variam de 30 
a menos de 1 s Essas velocidades de rotação do anel caem 
abruptamente com a temperatura, como previsto. 

c. Movimentos infrequentes podem ser detectados por meio 
de troca de hidrogênio 

As mudanças conformacionais que ocorrem em períodos de 
tempo de mais do que vários segundos podem ser caracteriza- 
das quimicamente por estudos de troca de hidrogênio (Seções 
9.1Cc). Esses estudos mostram que as trocas entre os prótons 
intercambiáveis de proteínas nativas ocorrem a velocidades 
que variam de milissegundos a muitos anos (Fig. 9.33). O inte- 
rior proteico, como visto (Seção 8.3B), é amplamente excluído 
do contato com o meio solvente aquoso e, além disso, os pró- 
tons não podem trocar com o solvente enquanto estiverem 



FIG JRA 9.33 A curva de troca de hidrogênio- trítio da hemo- 
globina pré-equilibrada com água tritiada. O eixo vertical ex- 
pressa a proporção de prótons trocáveis em relação aos átomos 
do Fe do heme. A troca foi iniciada pela substituição do solvente 
aquoso tritiado por água não tritiada por meio de uma gel filtra- 
ção rápida (Seção 6.3B). Uma vez que a troca tenha sido feita, 
foram realizadas separações adicionais por gel filtração e a quan- 
tidade de trítio que permaneceu ligada à proteína foi medida. 

No ponto indicado pela seta adicionou -se 0 2 para trocar com a 
desoxiemoglobma (hemoglobina sem 0 2 ligado). Uma mudança 
na inclinação dessas curvas indica que a velocidade de troca de 
hidrogênio dos cerca de 80 prótons trocáveis de cada subunidade 
da hemoglobina varia por fatores de muitas dezenas, e que as 
ligações de O, aumentam as velocidades de troca em cerca de 
10 desses prótons (as mudanças estruturais que a ligação de 0 2 
induz na hemoglobina serão discutidas na Seção 10.2) . (Segundo 
Englander, S.W., e Mauel, C.,7. Biol. Chem. 247, 2389 [1972].) 


engajados em ligações de hidrogênio. A observação de que 
os prótons internos das proteínas são de fato trocados com o 
solvente deve, portanto, ser uma consequência do desdobra- 
mento local transiente ou “movimento de inflar e desinflar” 
das proteínas, que expõe esses prótons intercambiáveis ao sol- 
vente tanto química como fisicamente. Portanto, a velocidade 
com a qual um dado próton sofre uma troca de hidrogênio é um 
reflexo da mobilidade conformacional do meios. Essa hipótese 
é corroborada pela observação de que a velocidade de troca 
de hidrogênio das proteínas diminui quando a temperatura de 
desnaturação aumenta, e que essas velocidades de troca são 
sensíveis aos estados conformacionais das proteínas (Fig. 9.33). 

5 DOENÇAS CONFORMACIONAIS: AMILOIDES E PRÍONS 

A maioria das proteínas do corpo mantém suas conforma- 
ções nativas ou, se elas se tomam parcialmente desnaturadas, 
podem ser tanto renaturadas pelos auspícios das chaperonas 
moleculares (Seção 9.2C) ou degradadas proteoliticamente 
(Seção 32.6). Entretanto, —35 doenças humanas, quase sem- 
pre fatais, estão associadas com a deposição extracelular de 
proteínas, que normalmente são solúveis, em determinados 
tecidos. Essa deposição ocorre na forma de agregados inso- 
lúveis conhecidos como amiloides (semelhante ao amido; 
uma denominação errônea, pois inicialmente se pensou que 
esse material se parecia com o amido). Dentre essas doenças 
incluem-se as doenças de Alzheimer e de Parkinson, doen- 
ças neurodegenerativas que acomete principalmente pessoas 
idosas; a encefalopatia espongiforme bovina (doença da vaca 
louca) íTSE, de transmissible spongiform encephalopathics), 
família de doenças neurodegenerativas infecciosas que se pro- 
pagam de maneira incomum; e as amiloidoses, uma série de 
doenças causada pela deposição de proteínas frequentemente 
mutantes em órgãos como coração, fígado e rim. A deposição 
de amiloides interfere com a função celular normal, resultan- 
do em morte celular e a consequente falência do órgão. 

Embora os vários tipos de proteínas amiloidogênicas 
não estejam relacionados e as suas estruturas nativas tenham 
uma ampla variedade de conformações diferentes, as suas 
formas amiloides têm as estruturas do núcleo notavelmente 
semelhantes. Cada uma consiste em um arranjo de fibrilas 
amiloides com cerca de 10 nm de diâmetro (Fig. 9.34) no 
qual, como os métodos de infravermelho, RM e difração por 
raios X indicam, certos segmentos das proteínas formam fo- 
lhas p estendidas cujo plano estende-se paralelo ao eixo da 
fibrila, de modo que as fitas p estão perpendiculares ao eixo 
das fibrilas (ver a seguir). Assim, cada uma dessas proteínas 
tem duas conformações estáveis radicalmente diferentes, suas 
formas nativas e suas formas amiloides. 

Esta seção será iniciada com uma discussão das amiloido- 
ses exemplificadas pelo peptídeo ilhota amiloide (IAPP; tam- 
bém chamado amilina) e por certas formas mutantes da liso- 
zima. Em seguida serão consideradas a doença de Alzheimer 
e finalmente as TSEs e o seu modo bizarro de propagação. 

A. Doenças amiloides 

Muitas proteínas amiloidogênicas são formas mutantes de 
proteínas que ocorrem normalmente. Entre essas inclui-se a 
lisozima (uma enzima que hidrolisa as paredes celulares de 
bactérias; Seção 15.2) na doença lisozima amiloidose, a trans- 
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FIGURA 9.34 Micrografia eletrônica de fibrilas amiloides da 
proteína PrP 27-30 (Seção 9.5Ce). As fibrilas amiloides são visu- 
almente indistintas daquelas formadas por outras proteínas. Os 
pontos pretos são partículas coloidais de ouro que estão acopladas 
aos anticorpos anti-PrP aderidos à PrP 27-30. (Cortesia de Stanley 
Prusiner, University of Califórnia, San Francisco Medicai Center.) 


tiretina (Fig. 8.66; uma proteína do plasma sanguíneo que 
funciona como transportador tanto da tiroxina, um hormô- 
nio da tireoide que é insolúvel em água [Seção 19.1D], assim 
como do retinol através de sua associação com a proteína li- 
gadora de retinol [Seção 8.3Bg]), na polincuropatia amiloidó- 
tica familiar e o fibrinogênio (o precursor da fibrina, que par- 
ticipa da coagulação sanguínea; Seção 35.1 A) na fibrinogênio 
amiloidose. A maioria dessas doenças não se apresenta (se 
toma sintomática) antes da terceira ou sétima década de vida 
e avança, tipicamente, por 5 a 15 anos, terminando em morte. 

a. iAPP forma uma estrutura de espinha cruzada 
IAPP é um peptideo de 37 resíduos que está associado com 
diabetes melito tipo 2 (também chamado de diabetes não 
dependente de insulina e diabetes tardia; Seção 27.4B), uma 
doença frequentemente fatal, que acomete —100 milhões de 
pessoas, principalmente idosos, por todo mundo. IAPP é ex- 
pressa e secretada pelas células p das ilhotas pancreática, que 
sintetizam também o hormônio polipeptídico insulina (Fig. 
7.2; cuja carência é responsável pelo diabetes melito tipo I ou 
diabetes juvenil). Embora a função do IAPP no desenvolvi- 
mento do diabetes tipo 2 não estej a clara, o pâncreas de 95 % 
dos indivíduos com diabetes tipo 2 contém depósitos amiloi- 
des de IAPP, com a extensão dessa deposição aumentando 
com a severidade da doença. Interessantemente, o IAPP de 
camundongo, que difere do IAPP humano em 6 dos seus 37 
resíduos, não forma amiloide, e camundongos não desenvol- 
vem diabetes tipo 2, apesar de camundongos transgênicos 
que expressam IAPP humana às vezes o desenvolverem. 

As tentativas de cristalizar IAPP, em sua forma nativa 
ou amiloide, foram bem sucedidas. No entanto, por meio do 
uso de técnicas de predição de estrutura (Seção 9.3B), Baker 
e David Eisenberg identificaram dois de seus segmentos que 
possuem alto potencial formador de fibrila: NNFGAIL e 
SSTNVG, que compreendem os resíduos de 21 a 27 e de 28 a 
33 da IAPP (5 dos 6 resíduos diferentes entre a IAPP huma- 
na e de camundongo ocorrem no segmento 23 a 29) . Ambos 


os peptídeos formam fibrilas semelhantes a amiloide, assim 
como cristais finos em forma de agulha. 

A estrutura de raios X do segmento SSTNVG, deter- 
minada por Eisenberg, revela que esse hexapeptídeo forma 
uma folha p paralela estendida, com duas dessas folhas vol- 
tadas uma para outra de tal forma que suas cadeias laterais 
salientes se entrelaçam tão fortemente que elas excluem a 
água completamente (Fig. 9.35a). A estrutura de raios X do 
segmento NNFGAIL é semelhante, mas contém uma curva- 
tura pronunciada na sua espinha dorsal, de tal forma que a 
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FIGURA 9.35 A fibrila amiloide de IAPP. (a) A estrutura por 
raios X do segmento SSTNVG, representado na forma de esfera 
e bastão, visto ao longo do plano das folhas (3 que eles formam. 

Os átomos estão coloridos de acordo com o tipo, com o C em uma 
cadeia em branco e na outra em magenta, N em azul, O em ver- 
melho e as moléculas de água representadas por esferas amarelas. 
(b) Estrutura por raios X do segmento NNFGAIL visto e colorido 
como na Parte a. ( c ) Modelo da fibrila vista ao longo do seu eixo 
( ponto preto). Os átomos estão coloridos de acordo com o tipo, 
com os átomos de C do segmento SSTNVG em verde, aqueles do 
segmento NNFGAIL em azul-claro, aqueles dos 20 resíduos do 
N-terminal e os 4 resíduos do C-terminal em vermelho-claro ou 
branco, N em azul, O em vermelho, e os átomos de S que formam 
as ligações dissulfeto em amarelo, (d) Vista esquemática ao longo 
do eixo da fibrila, em que os segmentos SSTNVG estão em verde, 
os segmentos NNFGAIL estão em azul-claro e os resíduos mode- 
lados estão em branco. ( e ) Vista perpendicular ao eixo da fibrila 
representada como na Parte d. A hélice tem uma suave torção 
para a esquerda de 3,4 A por camada, de forma que faz um quar- 
to de volta a cada 125 A. (Cortesia de David Eisenberg, UCLA, 
EUA. PDBids 3DG1 para SSTNVG e 3DGJ para NNFGAIL.) 
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interface entre as duas folhas p é formada entre as cadeias la- 
terais (Fig. 9.35b). Tais estruturas, que são conhecidas como 
espinha (3-cruzada, são formadas por uma variedade de ou- 
tros peptídeos formadores de amiloide, embora muitos deles 
contêm folhas p antiparalelas ao invés de paralela. 

As Figuras 9.35c-e exibem um modelo de fibrila amiloide 
de IAPP baseada nas estruturas por raios X acima mencio- 
nada. Ela é formada por 4 folhas e uma hélice voltada para 
esquerda, que tem um passo de 500 Â (por volta) . O segmen- 
to SSTNVG da espinha p-cruzada está centralizado sobre o 
eixo da fibrila. Isso é estendido pelo segmento NNFGAIL, 
que também forma uma volta em forma de grampo. Os qua- 
tro resíduos finais de IAPP foram modelados para completar 
a fita p interna, e seus 20 resíduos iniciais foram modelados 
para formar as fitas externas. O perfil calculado de difração 
de raios X dessa estrutura é muito semelhante ao padrão de 
difração observado das fibrilas de IAPP. 

Outras proteínas formadoras de amiloide possuem seg- 
mentos que formam espinhas p-cruzadas. No entanto, as 
estruturas das alças que conectam as folhas p devem variar 
com a identidade da proteína. 

b. As variantes da lísozíma amitoidogênica têm estruturas 
nattvas conformacional mente flexíveis 
Há duas variantes amiloidogênicas conhecidas da lisozima 
humana (proteína de 130 resíduos), a I56T e a D67H. Elas 
formam fibrilas amiloides que são depositadas nas vísceras 
(órgãos internos) , resultando normalmente em morte dos in- 
divíduos quando na faixa etária de cinquenta anos. As fibri- 
las amiloides constituem-se exclusivamente de variantes da 
lisozima, explicando assim por que essas mutações são domi- 
nantes. Os estudos estruturais realizados com essas proteínas 
variantes esclareceram como se formam as fibrilas amiloides. 

As estruturas por raios X das lisozimas mut antes se as- 
semelham à do tipo nativo da enzima. Entretanto, a substi- 
tuição de Asp 67 por His interrompe a rede de ligações de 
hidrogênio que estabiliza o domínio que contém somente 
estruturas de folhas p (também chamado domínio p), resul- 
tando nos movimentos que distanciam a folha p e alças con- 
tíguas por deslocamentos acima de 11 À (Fig. 9.36). Embora 
a substituição de Ile 56 por Thr cause somente uma mudança 
súbita na estrutura da proteína, ela introduz um resíduo hi- 
drofílico em uma interface hidrofóbica crítica, aquela que é a 
que une os dois domínios da proteína. 

As temperaturas de desnaturação ( T m s ) das duas varian- 
tes são ao menos 10°C menores do que aquelas da enzima 
nativa, e as duas variantes perdem eventualmente toda a ati- 
vidade enzimática quando incubadas a temperatura e pH fi- 
siológicos (37°C e 7,4), condições nas quais a lisozima nativa 
permanece totalmente ativa. As variantes também agregam-se 
caso sejam aquecidas in vitro. Várias medidas físicas indicam 
que, ao fazerem isso, elas formam fibrilas semelhantes ao ami- 
loide. Nos experimentos de troca de hidrogênio (Seção 9.1Cc), 
a lisozima nativa protege fortemente os 55 prótons da troca 
com D,0 em condições (37°C e pH 5) nas quais, nas varian- 
tes amiloidogênicas, esses prótons estão essencialmente des- 
protegidos, confirmando que a estrutura terciária da proteína 
nativa é muito frouxa nas duas formas mutantes. Isso sugere 
que as formas propensas à agregação e parcialmente dobra- 
das estão em equilíbrio dinâmico com a conformação nativa, 
mesmo sob condições nas quais o seu estado nativo é estável 



FIGURA 9.36 Sobreposição da estrutura da lisozima humana 
nativa com a estrutura do mutante D67H. A lisozima nativa 
está mostrada em cinza e o mutante D67H está colorido com 
as cores do arco-íris, do azul ao vermelho na região N-terminal 
e voltando ao azul na região C-terminal. As setas em branco 
indicam as trocas confor m acionais dos resíduos 45 a 54 e do 67 
ao 75 no mutante D67H, em relação à proteína nativa. As qua- 
tro ligações dissulfeto presentes nos dois tipos estão mostradas 
em amarelo. As posições dos resíduos 56 e 67 estão indicadas. 
(Cortesia de Margaret Sunde, University of Oxford, UK e Co- 
lin Blake, University of Oxford, UK.) 

termodinamicamente (lembre-se de que a proporção entre 
moléculas de proteínas não dobradas [U] e moléculas nativas 
[N] na reação N ' / U é regida pela Equação [3-17]:[U]/[N] 

= e M ' /RT onde A G°' é a energia livre padrão do não dobra- 
mento, de forma que A G°' diminui na proporção em que U 
aumenta). Foi então proposto que a fibrilogênese da Üsozima 
inicia-se pela associação de domínios |3 de duas variantes par- 
cialmente não dobradas da lisozima, formando uma folha £ 
mais extensa. Isso fornece um modelo ou núcleo para recrutar 
cadeias polipeptídicas adicionais para que se forme a fibrila 
em um processo que pode envolver a conversão conformacio- 
nal de hélices a em fitas p. Tal processo autocatalítico de redo- 
bramento pode ser um mecanismo geral para a fibrilogênese 
amiloide. Entretanto, as várias décadas necessárias para que 
muitas das doenças amiloides hereditárias se tornem sintomá- 
ticas sugerem que a geração espontânea de um núcleo amiloi- 
de é um evento raro, isto é, tem alta energia livre de ativação 
(barreiras de ativação e suas relações com velocidades de rea- 
ção serão discutidas na Seção 14.1C). 

B. Doença de Alzheimer 

A doença de Alzheimer (AD), uma enfermidade neurode- 
generativa que acomete —20 milhões de pessoas em todo 
mundo, principalmente os idosos (—10% das pessoas com 
mais de 65 anos e cerca de 50% das pessoas com idade acima 
de 85 anos), causa uma deterioração mental devastadora e 
leva à morte. Ela se caracteriza pela presença, no tecido ce- 
rebral, de placas amiloides abundantes (depósitos) cercadas 
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de neurônios mortos e morrendo. Além disso, muitos corpos 
celulares neuronais contêm fibras de diâmetro anormal de 
20 nm conhecidas como emaranhado neurofíbrilar. As placas 
amiloides consistem principalmente em fibrilas amiloides de 
peptídeos com 40 a 42 resíduos chamados peptídeos amiloi- 
des p (Ap) (os emaranhados neurofibrilares, que não serão 
discutidos, consistem em formas hiperfosforiladas de uma 
proteína denominada tau que é normalmente associada a mi- 
cro túbulos [Seção 1.2Ae]). 

A sequência de genes que codifica Ap, que foi identifica- 
da por genética reversa (Seção 7.2D), com base na sequência 
de Ap, revela que Ap é um segmento da proteína transmem- 
brana de 770 resíduos denominada precursor da proteína 
Ap (pPP; proteínas transmembrana são discutidas na Seção 
12.3A). A pPP tem uma sequência que se assemelha à se- 
quência de um receptor (Seção 19.2B), embora sua função 
normal seja desconhecida. A Ap é retirada de uma pPP em 
um processo de várias etapas pela ação de duas enzimas pro- 
teolíticas ancoradas à membrana: a p- e a •y-sccretase. 

Tem sido muito debatido se a Ap causa AD ou se é mera- 
mente um produto dos processos degenerativos decorrentes 
da doença. Esse argumento foi colocado de lado com a ob- 
servação de que a microinjeção de 200 pg de Ap fibrilar, mas 
não solúvel (a quantidade aproximada em uma placa Ap), no 
córtex cerebral de macacos Rhesus envelhecidos, mas não em 
macacos novos, resulta em perda neuronal acentuada e outras 
mudanças microscópicas características de AD a uma distân- 
cia de 1,5 mm do local da injeção. Fica evidente que na AD os 
agentes neurotóxicos são as fibrilas amiloides que contêm Ap 
antes de sua deposição em placas amiloides. 

A dependência de AD pela idade sugere que a deposi- 
ção de p -amiloides é um processo que avança, ao menos nas 
décadas finais da vida. De fato, há diversas variantes raras 
do gene pPP com mutações nas regiões Ap que resultam no 
aparecimento de AD nos primeiros anos da quarta década 
de vida. Foi mostrado que essas mutações afetam o processo 
proteolítieo da pPP de maneira a aumentar a velocidade da 
produção de Ap. Um fenômeno similar é visto na síndrome 
de Down, uma doença caracterizada por deficiência intelec- 
tual e aparência física característica, causada pela trissomia 
do cromossomo 21 (três cópias por célula). Os indivíduos 
com a síndrome de Down desenvolvem invariavelmente AD 
na faixa etária dos 40 anos. Isso acontece porque o gene que 
codifica a pPP está localizado no cromossomo 21 e, portanto, 
indivíduos com a síndrome de Down produzem pPP e, pro- 
vavelmente, Ap a uma velocidade acelerada. 

Um segundo gene que está implicado no início prema- 
turo da AD codifica a proteína que transporta o colesterol, 
a apoliproteína E (apoE; Seção 12.5Bd). O gene apoE tem 
muitas variantes (alelos) que ocorrem normalmente na po- 
pulação, uma delas, a apoE4, é o maior fator de risco tanto 
para o desenvolvimento de AD como do início da doença 
se apresentar mais cedo. Além disso, as vítimas de AD com 
apoE4 têm quantidades significantemente mais altas de pla- 
cas p-amiloides em seus tecidos cerebrais do que as vítimas 
de AD com outras variantes da apoE. Essas observações 
motivaram a realização de experimentos mostrando que a 
ApoE4 induz um aumento na agregação de Ap sintética in 
vitro. Isso sugere que a ApoE4 facilita a agregação de Ap 
in vivo (embora outra possibilidade seja a de que a ApoE4 
iniba a remoção de Ap dos espaços extracelulares). 


Isto é, até agora não se conhece um tratamento que sus- 
penda o avanço da AD. Entretanto, o que foi visto anterior- 
mente sugere várias estratégias para intervenções terapêuti- 
cas, incluindo a diminuição da velocidade de produção de Ap 
pela administração de substâncias que inibam a ação de p- ou 
•y-secretases e pela administração de agentes que poderiam 
interferir na formação das fibrilas p-amiloides da Ap solúvel. 

C. Doenças causadas por príons 

Certas doenças infecciosas que afetam o sistema nervoso 
central de mamíferos foram originalmente classificadas como 
sendo causadas por “vírus lentos”, pois levavam meses, anos 
ou mesmo décadas para se desenvolverem. Entre elas está a 
scrapie (do inglês scrapie: raspar), uma doença neurológica 
de ovinos e caprinos, assim chamada por causa da tendência 
que as ovelhas infectadas têm em raspar a lã (eles se esfregam 
contra as cercas em um esforço de se manter de pé, devido 
à ataxia [perda da coordenação muscular]); a encetai opa tia 
espongiforme bovina (BSE ou doença da vaca louca) afeta 
o gado bovino de forma semelhante; e a kuru, uma doença 
degenerativa do cérebro que ocorre entre os primitivos ha- 
bitantes de Papua Nova Guiné (kuru significa tremores) e 
que é transmitida pelo ritual de canibalismo. Há também 
uma doença humana esporádica (aparentemente aparece 
de forma espontânea) com sintomas similares, a doença de 
Creutzfeldt-Jakob (DCJ), uma rara e progressiva desordem 
cerebelar, que se assemelha e pode ser idêntica à kuru. Essas 
doenças, todas elas fatais, têm sintomas semelhantes, o que 
sugere estarem intimamente relacionadas. Uma vez que em 
todas essas doenças os neurônios desenvolvem grandes va- 
cúolos que dão ao tecido cerebral a aparência microscópica 
de esponja, elas são conhecidas coletivamente como encefa- 
lopatias espongiformes transmissíveis (TSEs). Nenhuma das 
TSEs apresenta qualquer sinal de processo inflamatório ou 
febre, o que indica que o sistema imune, que não é atingido 
pela doença, não é ativado por ela. 

As técnicas clássicas para isolar os agentes que causam 
doenças infecciosas envolvem o fracionamento do tecido afe- 
tado e análises para detectar a doença. O longo tempo de 
incubação da scrapie, a doença de “vírus lento” mais estuda- 
da, dificultou bastante os esforços iniciais para caracterizar 
o agente. De fato, nos primeiros trabalhos com a scrapie, na 
década de 1930, foram necessários rebanhos inteiros de ove- 
lhas e vários anos de observação para avaliar os resultados 
de um único fracionamento. As técnicas de análise para a 
scrapie foram muito aceleradas depois da descoberta de que, 
após a inoculação cerebral do agente da scrapie, hamsters 
Sírios desenvolvem a doença em um tempo mínimo de 60 
dias, que diminui à medida que se aumentam as doses admi- 
nistradas. Stanley Prusiner purificou o agente scrapie em alto 
grau de pureza usando ensaios com hamsters. Seu trabalho 
foi importante na caracterização do agente. 

a. A scrapie é causada por proteínas príons 
O agente da scrapie é, aparentemente, uma única espécie de 
proteína. Essa conclusão espantosa foi feita com base nas ob- 
servações de que o agente é inativado por substâncias que 
modificam proteínas, tais como proteases, detergentes, fenol, 
ureia e os reagentes que reagem com cadeias laterais de ami- 
noácidos específicos, ao passo que não é afetado por agen- 
tes que modificam os ácidos nucleicos como as nucleases, a 
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radiação UV e as substâncias que reagem especificamente 
com os ácidos nucleicos. O agente scrapie, por exemplo, é 
inativado pelo tratamento com dietilpirocarbonato, que car- 
boxietila os resíduos His de proteínas (Fig. 9.37a), mas não 
se altera com hidroxilamina, reagente específico para citosi- 
na (Fig. 931b). De fato, a atividade infecciosa do agente da 
scrapie inativado por dietilpirocarbonato é restaurada pelo 
tratamento com hidroxilamina, provavelmente pela reação 
mostrada na Fig. 9.37c. 

As propriedades singulares do agente da scrapie, que o 
distinguem de vírus e plasmídeos, resultaram em sua deno- 
minação como príon ( proteinaceous infectious particle that la- 
cks nucleic acid). A proteína scrapie , que é chamada de PrP 
(de Príon Protein ), consiste em 208 resíduos, em sua maioria 
hidrofóbicos. A hidrofobicidade, como será visto a seguir, faz 
com que a PrP parcialmente degradada por enzimas proteo- 
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FIGURA 9.37 A evidência de que o agente da scrapie é uma 

proteína, {a) O agente da scrapie é inativado por tratamen- 
to com dietilpirocarbonato, que reage espedficamente com 
cadeias laterais de His. ( b ) O agente da scrapie não é afetado 
pelo tratamento com hidroxilamina, que reage com resíduos de 
citosina. (c) Entretanto, a hidroxilamina restaura o agente da 
scrapie inativado por dietilpirocarbonato, provavelmente pela 
reação mostrada acima. 


líticas se agregue parcialmente como um feixe de partículas 
semelhantes a bastões. Há uma grande semelhança entre os 
feixes e as fibrilas amiloides que são vistas no exame por mi- 
croscopia eletrônica de tecido cerebral infectado por príons 
(Fig. 9.34). De fato, o tecido cerebral das vítimas de DCJ 
contém proteínas resistentes às proteases que reagem com 
anticorpos produzidos contra a PrP da scrapie. 

b. A PrP é o produto de um gene celular normal amplamente 
expresso que não tem função conhecida 

A composição bizarra dos príons levanta imediatamente uma 
questão: Como é que eles são sintetizados? Foram sugeridas 
três possibilidades: 

1. Mesmo com todas as evidências contrárias, os príons con- 
têm um genoma de ácido nucleico que, de alguma forma, tem 
algum tipo de proteção contra a detecção. Isto é, os príons são 
vírus convencionais. A enorme e ainda crescente quantidade 
de informações concernentes à natureza dos príons, entretan- 
to, faz com que essa noção se torne indefensável. 

2. Os príons devem especificar de alguma forma sua própria 
sequência de aminoácidos por “tradução reversa” para pro- 
duzir um ácido nucleico que é normalmente traduzido pelo 
sistema celular. Tal processo, é claro, contradiz diretamente 
o “dogma central” da biologia molecular (Seção 5.4), que 
postula que a informação genética flui unidirecionalmente de 
ácidos nucleicos a proteínas. De forma alternativa, os príons 
podem catalisar diretamente a sua própria síntese. Tal síntese 
proteica dirigida pela proteína é também desconhecida (em- 
bora muitos polipeptídeos de bactérias pequenas sejam sinte- 
tizados de forma enzimática ao invés de pelos ribossomos). 

3. As células suscetíveis carregam um gene que codifica 
para a PrP correspondente. A infecção dessas células por 
príons ativa esse gene e/ou altera seu produto proteico de 
alguma forma catalítica. 

As últimas hipóteses parecem corresponder aos mecanis- 
mos mais plausíveis para a replicação dos príons. De fato, o 
uso de sondas de oligonucleotídeos complementares ao gene 
da PrP (que é denominado Pm-p: prion protein), inferidas 
pela sequência de aminoácidos do N-terminal da PrP (Seção 
7.2D), estabeleceu que tanto o cérebro de ratos infectados 
pela scrapie como o cérebro de ratos saudáveis continham o 
gene Prn-p. A descoberta mais surpreendente, entretanto, é 
a de que o Prn-p é transcrito em níveis semelhantes tanto no 
tecido cerebral normal quanto no infectado. Além disso, o uso 
das sondas revelou que os genes Prn-p ocorrem em todos os 
vertebrados que foram testados, incluindo o homem, e tam- 
bém em invertebrados como a drosófila. Essa conservação 
evolutiva sugere que a PrP, uma proteína ancorada à mem- 
brana (pelos grupos glicosilfosfatidilinositol; Seção 12.3 Bc) 
e que ocorre principalmente na superfície de neurônios, 
tem uma função importante. Foi uma surpresa ainda maior 
a observação de que camundongos nocaute (Seção 5.5H), 
nos quais os dois genes Prn-p foram alterados, pareciam ser 
normais e que ao acasalar dois ratos Prn-p 0!ü , a progénie era 
de camundongos Prn-p m normais (embora haja alguma evi- 
dência de que os ratos Prn-p m desenvolvam anormalidades 
neurológicas quando mais velhos). Apesar disso, há um acú- 
mulo de evidências mostrando que a PrP é um receptor de 
sinais da superfície celular normal, embora os sinais e as suas 
consequências sej am ainda desconhecidas. 
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c. A doença Scrapie necessita da expressão da proteína PrP c 
correspondente 

Camundongos Prn-p m permanecem completamente livres 
dos sintomas da scrapie depois da inoculação com uma dose 
da scrapie de camundongos PrP (PrP Sc ; Sc para scrapie ) que 
faz com que camundongos do tipo selvagem (Prn-p +/+ ) mor- 
ram de scrapie 6 meses após a inoculação. Evidentemente, 
a PrP* 1 induz a conversão da PrP normal ( PrP , C para ce- 
lular) para PrP^ L . Essa noção não ortodoxa também chama- 
da de hipótese do príon é baseada na observação de que, 
quando camundongos do tipo selvagem são inoculados com 
a PrP Su que foi incubada em hamsters, o tempo de incubação 
para desenvolver os sintomas da doença é primeiramente de 
400 dias, mas diminui subsequentemente para 75 dias. Isso 
sugere que a conversão do hospedeiro PrP c (cuj a sequência 
em camundongos é diferente da sequência em hamsters) 
para PrP Sc por uma PrP Sc estranha é um evento raro; e uma 
vez que ocorra, entretanto, os primeiros hospedeiros PrP Sc 
formados catalisam a conversão muito mais eficientemente. 
De fato, após a inoculação com a PrP Sc de hamsters, camun- 
dongos transgênicos que expressam a PrP de hamsters têm 
tempos de incubação reduzidos para um intervalo entre 48 a 
250 dias, dependendo da linhagem transgênica. 

Os experimentos acima mencionado fornecem suporte in- 
direto para a hipótese do príon. No entanto, suporte direto foi 
recentemente fornecido pela demonstração que PrP Su induz a 
conversão de PrP" em PrP 51 em um sistema livre de células. 

d. 0 gene mutante Prn-p deu origem às doenças causadas 
por príons 

Três doenças neurodegenerativas hereditárias humanas 
foram relacionadas com mutações no gene Prn-p. Elas 

são a DCJ familiar, a síndrome de Gerstmann-Stráussler- 
Scheinker (GSS, de Gerstmann-Strâussler-Scheinker syndro- 
me ) e a insônia familiar fatal (IFF). Todas elas são extrema- 


mente raras. De fato, a IFF foi encontrada em somente cinco 
famílias. Os mutantes PrP Si; s que causam essas doenças são, 
contudo, infecciosos. 

e. A PrP é uma variante conformacional estável da PrP c 
A estrutura por RM dos resíduos 23 a 230 da PrP c humana, 
que possui 280 resíduos de aminoácidos, determinada por 
Kurt Wülthrich, consiste em uma cauda N-terminal de 98 re- 
síduos flexivelmente desordenada (e portanto não observada 
nesse tipo de determinação de estrutura) e de um domínio 
globular C-terminal de 110 resíduos contendo três hélices a 
e uma pequena folha (3 antiparalela de duas fitas (Fig. 9.38a). 
Como seria de esperar, essa estrutura assemelha-se muito 
com as estruturas das PrP c s homólogas de rato e de hamster. 

O que difere a PrP s " da PrP c ? A sequência completa da 
PrP Sc indica que a sua sequência de aminoácidos é idêntica à 
deduzida da sequência do gene da Prn-p , eliminando assim 
qualquer variação na sequência pós-transcricional como uma 
das possíveis causas das propriedades patogênicas da PrP St . 
Além disso, estudos de espectrometria de massa no modelo 
da PrP Sc planejados para revelar qualquer modificação pós- 
-traducional não caracterizada previamente indicaram que, 
de fato, a PrP Sc e a PrP c são quimicamente idênticas. Assim, 
embora não se possa descartar a possibilidade de que uma 
pequena fração da PrP s seja quimicamente modificada e 
não tenha sido eliminada, parece mais provável que a PrP Sc 
e a PrP c difiram apenas quanto às suas estruturas secundá- 
rias e/ou terciárias. Infelizmente, a insolubilidade da PrP s " 
(ver a seguir) impede que a sua estrutura seja determinada. 
Entretanto, medidas por CD mostram que, de fato, as con- 
formações da PrP Sc e da PrP c são bem diferentes. A PrP c tem 
um alto conteúdo de hélices a (cerca de 40%), mas poucas 
folhas fJ (cerca de 3%) (de acordo com as estruturas por RM 
de seus domínios globulares), enquanto a PrP St tem um con- 
teúdo menor de hélices a (cerca de 30%), mas um alto con- 



FIGURA 9.38 Conformações das proteínas príon. (a) Estrutura por RM da proteína príon humana (PrP c ). A proteína está repre- 
sentada na forma de fitas coloridas de acordo com sua estrutura secundária, com as hélices em vermelho, as folhas (3 em verde, e 
outros segmentos em cor de laranja. Sua ligação dissulfeto está mostrada na forma de bastão em amarelo. Sua “cauda” N-terminal 
(resíduos 23-121) está flexivelmente desorganizada (os 23 resíduos N-terminal da proteína foram removidos após a tradução da 
proteína), (b) Um modelo plausível para a estrutura de PrP representada como na Parte a. (Cortesia de Fred Cohen, University 
of Califórnia at San Francisco. Parte a com base na estrutura por RM determinada por Kurt Wuthrich, Eidgenõssische Technische 
Hochschule, Zurich, Suíça. PDBid 1QLX.) 
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teúdo de folhas fl (cerca de 45%). Em um modelo plausível 
da PrP s ‘ (Fig. 9.386), a sua região N-terminal dobra-se nova- 
mente formando uma estrutura chamada (3-hélice, em que 
as folhas do polipeptídeo formam uma hélice voltada para a 
esquerda, contendo três fitas p paralelas. Apenas as duas hé- 
lices C-terminais de PrP c , que estão unidas por uma ligação 
dissulfeto, mantêm as suas conformações originais. O alto 
conteúdo de folhas p da PrP Sü poderia, presumivelmente, 
facilitar a agregação da PrP Sc em fibrilas amiloides. Fica evi- 
dente então que a mudança conformacional de PrP c —> PrP Sí 
é autocatalítica; isto é, a PrP Sc induz a PrP c a se converter em 
PrP Sc . De fato, a PrP Sc em um sistema livre da célula tem se 
mostrado capaz de catalisar a conversão de PrP c de uma fon- 
te não infectada de PrP Sc . 

Nas células, a PrP s " é depositada em vesículas do citosol, 
ao invés de ficar ancorada à superfície da membrana celular 
como a PrP c . As duas estão sujeitas a uma eventual degrada- 
ção na célula (Seção 32.6). Entretanto, embora a PrP c seja 
completamente degradada, a PrP St perde somente um seg- 
mento N-terminal de 67 resíduos de aminoácidos, formando 
um núcleo de 27 a 30 kDa resistente à proteólise, conhecido 
como PrP 27-30, que ainda exibe um alto conteúdo de folhas 
|3. A PrP 27-30 se agrega então para formar as placas amiloi- 
des, que parecem ser diretamente responsáveis pela degenera- 
ção neuronal característica das doenças causadas por príons. 

De acordo com a hipótese do príon, as doenças causadas 
por príons que ocorrem esporadicamente, tal como a DCJ 
(que atinge uma pessoa por milhão de pessoas, por ano), 
surgem da conversão espontânea, embora não frequente, de 
quantidades suficientes de PrP c para PrP St para sustentar a 
reação de isomerização conformacional autocatalítica. Esse 
modelo é corroborado pela observação de que ratos trans- 
gênicos que produzem em excesso a Prn-p selvagem desen- 
volverão invariavelmente scrapie quando mais velhos. A hi- 
pótese do príon explica de forma semelhante que as doenças 
hereditárias causadas por príons, tais como a IFF, surgiram 
da baixa barreira de energia livre e, portanto, da maior velo- 
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cidade de conversão da mutante PrP para PrP , em relação 
à velocidade de conversão da PrP c normal. 

f. Os príons possuem linhagens diferentes 
Príons de diferentes origens, quando passados para ratos ou 
hamsters, exibem tempos de incubação característicos, sinto- 
mas neurológicos, e neuropatologias de maneira reproduzível. 
E, então, evidente que existem diferentes linhagens de príons, e 
cada uma das PrP Sí s correspondentes deve possuir uma confor- 
mação estável diferente e induzir a PrP c a absorver essa con- 
formação. A existência de diferentes linhagens de príons (pelo 
menos 30 para a scrapie ovina e ao menos 4 para a DCJ no 
homem) foi citada como evidência contra a hipótese do príon. 
Entretanto, agora há amplas evidências físicas que o PrP Sc em 
linhagens diferentes de príons tem estruturas diferentes. 

O primeiro relato de BSE, ou doença da vaca louca, foi 
feito no final de 1985 no Reino Unido. Logo se tornou uma 
epidemia que, no total, infectou ~2 milhões de cabeças de 
gado no Reino Unido. Supõe-se que a BSE surgiu como con- 
sequência da alimentação do gado com ração feita à base de 
ovelhas infectadas com a scrapie (e eventualmente de bovi- 
nos infectado com a BSE). A BSE, que tem um período de 
incubação de cerca de 5 anos, era desconhecida antes de 1985, 
muito provavelmente porque a fabricação de ração foi muda- 


da no final dos anos de 1970 de um processo que inativa com- 
pletamente os príons da “ scrapie ” para um que não o fazia. 
Em 1988, o Reino Unido baniu da alimentação de ruminan- 
tes proteínas derivadas de outros ruminantes (menos leite), 
de forma que, após o seu pico em 1993, a epidemia de BSE 
diminuiu rapidamente (processo acelerado pelo sacrifício do 
enorme número de animais com o risco de possuírem a BSE) . 
Entretanto, uma vez que o consumo humano de carne de gado 
infectada pela BSE durou mais de uma década, a questão que 
fica é se houve transmissão de BSE ao homem. Deve-se notar 
que ovinos infectados pela scrapie têm sido consumidos pelo 
mundo todo e mesmo assim, a incidência de DCJ em países de 
grande consumo de carne, como o Reino Unido, por exem- 
plo (onde os ovinos são particularmente abundantes), não é 
maior do que nos países onde a alimentação vegetariana é 
mais comum, como na índia. Entretanto, em 1994, vários ca- 
sos de DCJ em adolescentes e adultos jovens foram relatados 
no Reino Unido, embora, até hoje, a DCJ antes dos 40 anos 
seja extremamente rara (a idade média é de cerca de 64). 
Indivíduos com essa nova variante da DCJ (vDCJ ou nvDCJ), 
da qual já há mais de —200 casos relatados, quase todos no 
Reino Unido, têm sintomas e neuropatologias que são atípi- 
cas para a DCJ esporádica. Além disso, quando transmitida 
para ratos expressando a PrPC bovina, a vDCJ tem um tempo 
de incubação, sintomas neurológicos e neuropatologias que 
não são distinguíveis daqueles causados pela BSE. Portanto, 
parece altamente provável que a vDCJ seja causada por uma 
linhagem de príons que o homem adquire ao ingerir produtos 
derivados da carne de gado infectado pela BSE. 

g. Príons ocorrem em leveduras 

Embora os príons tenham sido originalmente definidos como 
sendo patógenos infecciosos semelhantes à scrapie, é eviden- 
te agora que essa definição deve ser ampliada para incluir 
todas as proteínas com variantes conformacionais estáveis 
que catalisam a sua própria formação a partir da proteína 
nativa. Saccharomyces cerevisiae (o fermento utilizado para 
fazer o pão), por exemplo, pode abrigar um elemento genéti- 
co designado [URE3] que, durante a reprodução sexual com 
células que não possuam esse elemento, é herdado por toda 
a progénie ao invés de ser herdado de acordo com as leis da 
genética mendeliana (Seção 1.4B). A [URE3] é um gene cro- 
mossômico com base em um plasmídeo na mitocôndria (o 
que poderia contribuir para uma herança não mendeliana). 

A [URE3] é idêntica ao gene cromossômico URE2, que 
especifica uma proteína, a Ure2, que na presença das fon- 
tes de nitrogênio preferidas pelas leveduras (a amónia ou 
a glutamina) reprime a expressão das proteínas necessárias 
para metabolizar as fontes de nitrogênio menos preferidas 
da levedura (p. ex., a prolina). As leveduras que possuem o 
fenótipo (a característica) [URE3] não têm essa regulação 
no metabolismo do nitrogênio (o metabolismo do nitrogê- 
nio é discutido no Capítulo 26). Entretanto, a [URE3] da 
levedura pode ser “curada” dessa condição pelo tratamento 
com cloreto de guanidina 5 m M; isto é, elas e a sua progé- 
nie exibirão a regulação normal do metabolismo do nitro- 
gênio. Contudo, cerca de uma célula de levedura por milhão 
reverte espontaneamente esse fenótipo para o fenótipo da 
[URE3] . Isso é porque Ure2 possui um estado conformacio- 
nal do tipo selvagem que regula o metabolismo do nitrogê- 
nio, e uma forma [URE3], que catalisa sua própria forma- 


316 Do na 1 d Voet / Judith G. Voet 


ção a partir de Ure2 nativo para produzir fibras amiloides 
que não tem influência sobre o metabolismo do nitrogênio. 
Assim, Ure2 é um tipo de príon. 

O elemento genético da levedura [PSI] codifica uma 
proteína, a Sup35, com propriedades semelhantes às do príon 
e que participa na terminação da transcrição (Seção 32. 3 E). 
De fato, a introdução de Sup35 na sua conformação [PSI] 
no citoplasma de uma levedura que contém a Sup35 nativa, 
induziu a formação do fenótipo [PSI] , um experimento que 
constituiu a primeira evidência direta suportando a hipóte- 
se dos prions. Além disso, Sup35 pode adotar várias confor- 
mações fibrosas diferentes in vito, que quando introduzidas 
em células [psi - ], produzem claramente linhagens variantes 
distinguíveis. Outras proteínas fúngicas que podem formar 
prions também foram caracterizadas. 

6 EVOLUÇÃO ESTRUTURAL 

As proteínas, como discutidas na Seção 7.3, desenvolver am- 
-se progressivamente por meio de mutações pontuais e pela 
duplicação de genes. Por muitos bilhões de anos, pelo pro- 
cesso de seleção natural e/ou alteração neutra, as proteínas 
homólogas divergiram quanto às suas características e de- 
senvolveram novas funções. A maneira como as mudanças 
nessas estruturas primárias afetam a função depende, é claro, 
da estrutura tridimensional da proteína. Nesta seção, serão 
explorados os efeitos das mudanças evolutivas nas estruturas 
proteicas. 

A. Estruturas dos cítocromos c 

Ver Exploração guiada 10: Evolução proteica Os citocromos do 
tipo c são proteínas globulares pequenas que contêm, ligado 
covalentemente, um grupo heme (ferro-protoporfirina IX; 

Fig. 9.39). As estruturas por raios X dos citocromos c de cava- 
lo (Fig. 8.42), do atum, do peixe bonito, do arroz e da levedura 
são muito semelhantes e isso permite avaliar o significado es- 
trutural da sequência de aminoácidos dos citocromos c (Seção 
7.3B). Os resíduos internos do citocromo c, particularmente 
aqueles que revestem o bolsão heme, tendem a ser invarian- 
tes, ou substituídos de forma conservativa, enquanto que as 
posições localizadas na superfície têm uma variabilidade enor- 
me. Essa observação é, em parte, uma indicação da necessi- 
dade de um empacotamento muito mais preciso nas regiões 
internas da proteína do que na sua superfície (Seção 8.3Bc). 

Certos resíduos invariantes ou altamente conservados 
(Tabela 7.4) têm papéis funcionais e/ou estruturais específi- 
cos no citocromo c: 

1 . Os resíduos invariantes Cys 14, Cys 17, His 18 e Met 80 
formam ligações covalentes com o grupo heme (Fig. 9.39). 

2. Os nove resíduos invariantes ou altamente conservados 
de Gly ocupam posições muito bem encaixadas, onde cadeias 
laterais maiores poderiam alterar significantemente a estru- 
tura tridimensional das proteínas. 

3. Os resíduos de Lys altamente conservados 8, 13, 25, 27, 
72, 73, 79 e 87 estão distribuídos em um anel em volta da su- 
perfície exposta do grupo heme que, de outra forma, estaria 
“enterrado”. Existe um número considerável de evidências 
mostrando que essa constelação incomum de cargas positi- 
vas associa-se especificamente a conjuntos complementares 



FIGURA 9.39 Fórmula molecular da ferro-protoporfirina IX 
(heme). Em citocromos do tipo c, o heme está ligado covalen- 
temente à proteína ( vermelho ) por duas ligações tioéster, conec- 
tando o que era o grupo vinil heme aos dois resíduos Cys que 
ocorrem na sequência Cys-X-Y-Cys-His (resíduos 14-28 na Ta- 
bela 7.4) da proteína. Aqui, X e Y simbolizam qualquer resíduo 
de amino ácido. Uma quinta e uma sexta ligação com o átomo de 
Fe, ambas normais ao plano do grupo heme, são formadas com 
o nitrogênio da cadeia lateral da His 18 e com o enxofre da Met 
80. O átomo de ferro que, desse modo, é ligado octaedricamente, 
pode assumir os dois estados de oxidação Fe(I) ou Fe(II) de ma- 
neira estável. O heme também está presente na mioglobina e na 
hemoglobina, mas sem as ligações tioéter ou a ligação com Met. 

de cargas negativas nas reações fisiológicas do citocromo c, 
da citocromo c-redutase e da citocromo c-oxidase. 

a. Os citocromos do tipo c de procariotos são 
estruturalmente relacionados ao citocromo c 
Embora o citocromo c ocorra somente em eucariotos, pro- 
teínas semelhantes conhecidas como citocromos tipo c são 
comuns em procariotos, onde funcionam transferindo elé- 
trons para posições análogas em uma variedade de cadeias 
de transporte de elétrons, respiratórias e fotossintéticas. 
Diferentemente das proteínas eucariotas, entretanto, os ci- 
tocromos do tipo c de procariotos têm um considerável nú- 
mero de variedades de sequência de acordo com a espécie. 
Por exemplo, numerosos citocromos do tipo c bacterianos, 
cujas estruturas primárias são conhecidas, possuem de 82 a 
134 resíduos de aminoácidos, enquanto que os citocromos c 
de eucariotos apresentam uma variação mais estreita, de 103 
a 112 resíduos. As estruturas primárias de vários citocromos 
do tipo c representativos têm poucas semelhanças evidentes 
(Fig. 9.40). Já as estruturas por raios X possuem uma enorme 
semelhança entre si, particularmente entre as conformações 
do esqueleto e o empacotamento das cadeias laterais nas 
regiões que envolvem o grupo heme (Fig. 9.41). Além dis- 
so, a maioria dessas conformações possui anéis aromáticos 
em posições e orientações análogas em relação aos grupos 
heme, assim como distribuições similares dos resíduos Lys 
carregados positivamente ao redor do perímetro das fendas 
do heme. As maiores diferenças estruturais entre esses vários 
citocromos do tipo c têm origem nas várias alças da cadeia 
polipeptídica que se localizam na superfície. 


Bioquímica 


317 


(a) Cítocromo c S50 (Paracoccus denitrificans) 



npdlWt 


(b) Citocromo c 2 (Rhodospirillum rubrum) 
1 Heme on W / An 


dpkakakMlFkltkd 


Código: 
A - Ala 
B - Asx 
C - Cys 
D - Asp 
E - Glu 
F - Phe 
G - Gly 
H - His 
I - Ile 
K-Lys 
L - Leu 
M- Met 


(c) Citocromo c (mitocôndria de atum) 
1 Heme „„ J„ , 


6kgivWnn y 


(d) Citocromo C555 (Chlorobium limicola) 

Heme „„ / „L X 


FIGURA 9.40 Estruturas primárias representativas de alguns citocromos do tipo c. (a) Citocromo c 5SÜ (o subscrito indica o com- 
primento de onda de luz visível do pico de absorção da proteína, em nm) de Paracoccus denitrificans, uma bactéria aeróbia que 
pode usar nitrato como agente oxidante. (b) Citocromo c 2 (o subscrito tem apenas significado histórico) de Rhodospirillum ru- 
brum, uma bactéria fotossintetizante púrpura, (c) Citocromo c da mitocôndria de atum. ( d ) Citocromo c 555 de Chlorobium limicola, 
uma bactéria fotossintizante verde que utiliza a H 2 S como fonte de hidrogênio. As linhas finas conectam os resíduos estruturalmen- 
te significativos ou os invariáveis (letras maiúsculas). As regiões helicoidais estão indicadas para facilitar as comparações estrutu- 
rais com a Fig. 9.41. (Segundo Salemme, F.R., Annu. Rev. Biochem. 46, 307 [1977].) 


Antes do advento dos sofisticados algoritmos de alinha- 
mento de sequências, como o BLAST (Seção 7.4Bg), alinha- 
mentos corretos de resíduos em proteínas análogas ao cito- 
cromo tipo c (linhas finas na Fig. 9.40) não poderiam ter sido 
feitos com base nas suas estruturas primárias. Essas proteí- 
nas divergiram tanto que as suas estruturas tridimensionais 
tiveram um papel essencial para isso. As estruturas tridimen- 
sionais são evidentemente mais indicativas das semelhanças 
entre essas proteínas longinquamente relacionadas do que 
as estruturas primárias. Esses são os elementos estruturais e 
funcionais essenciais das proteínas, e não os resíduos de ami- 
noácidos, que são conservados durante a mudança evolutiva. 


B. Duplicação de genes 

A duplicação dos genes pode favorecer a evolução de novas 
funções pela evolução estrutural (Seção 7.3C). Em mais da 
metade das proteínas multidomínios de estrutura conhe- 
cida, dois ou mais domínios são estruturalmente muito se- 
melhantes. Considere, por exemplo, os quatro domínios da 
proteína dissulfeto isomerase de levedura (PDI; Fig. 9.17). 
Parece pouco provável que esse complexo, com domínios 
topologicamente semelhantes, possam ter evoluído inde- 
pendentemente até chegar às estruturas atuais, um processo 
conhecido como evolução convergente. Quase certamente, 
elas surgiram através de duplicações de um gene especifican- 



( a) Paracoccus c 550 

134 resíduos de amínoácídos 



(b) Rhodospirillum c 2 

112 resíduos de amínoácidos 


(c) Atum c 

103 resíduos de amínoácidos 




(d) Chlorobium C 5 55 

86 resíduos de amínoácidos 


FIGURA 9.41 Estruturas tridimensionais dos citocromos do tipo c, cujas estruturas primárias estão mostradas na Fig. 9.40. Os 

esqueletos polipeptídicos (azul) estão mostrados em orientações análogas, de forma que os grupos heme ( vermelho ) são vistos 
de perfil. As cadeias laterais da Cys, da Met e da His que ligam covalentemente o heme à proteína também estão mostradas. 

(a) Citocromo C S5fJ de P. denitrificans. ( b ) Citocromo c 2 de Rs. rubrum. (c) Citocromo c do atum. (d) Citocromo c j55 de C. limico- 
la. (Ilustração, Irving Geis. Imagem da coleção de Irving Geis, Howard Hughes Medicai Institute. Reimpresso com permissão.) 
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do um domínio ancestral acompanhado da fusão dos quatro 
genes resultantes para produzir um único gene que é capaz 
de especificar um polipeptídeo que se dobre em quatro do- 
mínios semelhantes. A diferença entre os quatro domínios 
deve-se, portanto, à sua evolução divergente. 

Com frequência ocorrem domínios estruturalmente se- 
melhantes em proteínas cujos outros domínios não apresen- 
tam nenhuma semelhança entre si. 

As enzimas redutoras conhecidas como desidrogenases 
possuem cada uma dois domínios: um domínio que liga dinu- 
cleotídeos redutores ativos como o NAD T e que é estrutural- 
mente semelhante em todas as desidrogenases, e um domínio 
ligado ao substrato que não apresenta semelhanças e que de- 
termina a especificidade e o modo de ação de cada enzima. 
De fato, em algumas desidrogenases, como a gliceraldeído-3- 


-fosfato-desidrogenase (Fig. 8.45) , o domínio ligado ao dinu- 
deotídeo ocorre no N-terminal do final da cadeia polipeptí- 
dica, enquanto que em outros ele ocorre no final C-terminal. 
Cada uma dessas desidrogenases deve ter surgido pela fusão 
do gene, especificando um domínio ancestral de ligação com 
dinucleotídeos com o gene que codifica um domínio de ligação 
a um protossubstrato. Isso deve ter acontecido muito cedo na 
história evolutiva, talvez no estágio pré-celular (Seção 1.5Ca), 
pois não há semelhanças significativas entre as sequências des- 
ses domínios de ligação aos dinucleotídeos. Então, fica eviden- 
te que um domínio é uma unidade evolutiva tanto quanto uma 
unidade estrutural Combinando geneticamente esses módulos 
estruturais de várias formas, a natureza desenvolveu novas fun- 
ções muito mais rapidamente do que o faria pela evolução de 
estruturas completamente novas por mutações pontuais. 


RESUMO DO CAPÍTULO 


1 Dobramento proteico: teoria e experimentação Em condições 
renaturantes, muitas proteínas se dobram em sua estrutura nativa 
em questão de segundos. As hélices e as folhas, que juntas cons- 
tituem, em média, cerca de 60% da proteína, são comuns porque 
preenchem o espaço eficientemente. As proteínas são organizadas 
em hierarquias, isto é, elas são formadas por domínios, que por sua 
vez são constituídos de subdomínios e assim por diante. Elas são al- 
tamente tolerantes a mudanças na sequência e se adaptam por alte- 
rações estruturais locais ao invés de globais. Algumas proteínas são 
nativamente desdobradas, embora elas assumam estruturas estáveis 
quando ligadas às suas moléculas-alvo. 

A velocidade com a qual as proteínas se renaturam indica que 
elas se dobram de forma ordenada ao invés de por procura alea- 
tória entre todas as conformações possíveis. Portanto, o estudo do 
dobramento de uma proteína requer técnicas de observação e mis- 
tura como o dispositivo stopped-flow, o dicroísmo circular (DC), as 
trocas pulsadas H/D seguidas por RM e transferência de energia 
ressonante de fluorescência (FRET). O dobramento das proteínas 
pequenas formadas por um único domínio é iniciado por um colap- 
so hidrofóbico para produzir um glóbulo fundido, que aparece em 
cerca de 5 ms. A esse processo segue a estabilização da estrutura 
secundária e então a formação da estrutura terciária para produzir 
a proteína nativa em questão de segundos. Para explicar o proces- 
so de dobramento, foi feita a teoria da paisagem, que postula que 
um polipeptídeo se dobra por um funil de dobramento e, portanto, 
pode tomar qualquer uma dentre uma grande variedade de rotas 
para atingir o seu estado nativo. Isso é consistente com a descoberta 
de que as proteínas se dobram de maneira hierárquica. A sequência 
de uma proteína parece especificar suas rotas de dobramento assim 
como sua estrutura nativa. 

2 Proteínas acessórias de dobramento Mesmo que esteja claro 
que é a estrutura primária de uma proteína que determina a estru- 
tura tridimensional, muitas proteínas necessitam da assistência de 
proteínas acessórias, como por exemplo a proteína dissulfeto-isome- 
rase (PDI), as peptidil-prolil-cfr-íra/is-isomerases e as chaperoninas, 
para se dobrarem em suas estruturas nativas. A PDI consiste em 
quatro domínios semelhantes à tiorredoxina, dois dos quais contêm 
resíduos Cys expostos, formando ligações dissulfeto, tanto interna- 
mente quanto com outra proteína, em uma reação de intercâmbio 
dissulfeto. Duas famílias de peptidil-prolil-cri-íra/is-isomerases fo- 
ram caracterizadas, as ciclo filinas, que ligam a ciclosporina A, e a 
proteína ligadora de FK506, que liga FK506. 

As chaperoninas, tais como a GroEL e a GroES, estimulam o 
dobramento apropriado de certas proteínas dobradas erroneamente 
por uma sequência cíclica de mudanças conformacionais concate- 
nadas entre si governada pela ligação e hidrólise de ATP. A GroES 


é um heptâmero em forma de cápsula, e a GroEL é um arranjado 
de 14 subunidades organizadas em dois anéis heptaméricos contra- 
postos, formando dois barris ocos não conectados boca com boca. 
Juntas, a GroEL e a GroES formam um complexo em forma de pro- 
jétil que contém uma cavidade fechada (uma cavidade de Anfinsen), 
na qual proteínas malformadas podem se dobrar sem sofrer inter- 
ferências por agregação com outras proteínas dobradas errone- 
amente. A GroEL/ES desdobra parcialmente proteínas de até 70 
kDa dobradas de forma errônea, as aprisiona conformacionalmente 
e libera-as de forma a torná-las capazes viajar através de seu funil 
de dobramento por meio de uma nova rota. Tais proteínas sofrem 
uma média de 14 ciclos de ligação e liberação antes de atingirem 
seus respectivos dobramentos nativos. Muitas das —85 proteínas de 
E. coli, que necessitam rigorosamente do sistema GroEL/ES para o 
dobramento apropriado, contêm domínios a/p, cuja complexidade 
estrutural é, em grande parte, responsável pelo dobramento errô- 
neo. As chaperoninas eucarióticas do Grupo II são construídas em 
tampas que parecem funcionar analogamente a GroES. 

3 Estrutura proteica: predição e engenharia A predição de es- 
truturas secundárias a partir somente da sequência de aminoácidos 
tem sido razoavelmente bem-sucedida usando-se técnicas empíricas 
como o método de Chou-Fasman. Entretanto, técnicas computa- 
cionais sofisticadas podem fornecer predições mais confiáveis. A 
modelagem comparativa (por homologia) pode fornecer estrutu- 
ras terciárias precisas de polipeptídeos que tenham mais de 30% 
de identidade com uma proteína de estrutura conhecida. Técnicas 
de reconhecimento de dobramento têm sido apenas marginalmen- 
te bem-sucedidas na determinação de estruturas proteicas que não 
possuem homologia aparente com proteínas de estrutura conhecida. 
Métodos de determinação de estrutura de novo (moderno) geram 
topologias de dobramento corretos com uma taxa de sucesso de 
—20% e, ocasionalmente, modelos atômicos acurados. O processo 
reverso, a engenharia proteica computacional, tem sido melhor su- 
cedida em parte, porque uma proteína pode ser “superengenhada” 
para chegar à conformação desejada. 

4 Dinâmica proteica As proteínas são moléculas flexíveis e os- 
cilantes cujos grupos que se movimentam têm períodos caracterís- 
ticos que variam entre 10" a mais de 10 s. Análises por raios X, 
que revelam a média das mobilidades atômicas em uma proteína, 
indicam que as proteínas tendem a ser mais móveis na periferia do 
que no interior da molécula. Simulações de dinâmica molecular in- 
dicam que cada estrutura de proteína nativa consiste em um grande 
número de subestados conformacionais intimamente relacionados 
e rapidamente interconvertidos, de estabilidade quase igual. Sem 
essa flexibilidade, as enzimas não funcionariam. As velocidades de 
movimento dos anéis aromáticos, como revelaram as medidas fei- 
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tas por RM, indicam que as mobilidades dos grupos internos das 
proteínas variam tanto em função da proteína quanto da posição 
dentro da proteína. A troca de prótons internos de uma proteína 
com os de um solvente requer um desdobramento local transitório. 
Estudos feitos com troca de hidrogênio demonstram que as proteí- 
nas têm uma grande variedade de movimentos internos de ocorrên- 
cia infrequente. 

5 Doenças conformacionais: amiloides e príons Algumas doen- 
ças humanas fatais estão associadas com depósitos de amiloides no 
cérebro e em outros órgãos. Embora as várias proteínas amiloido- 
gênicas não tenham relação nem em sequência nem em estrutura 
nativa, todas elas formam fibrilas amiloides semelhantes que con- 
sistem, principalmente, em folhas (3 cujos planos se estendem ao 
longo do eixo das fibrilas. As duas variantes conhecidas da lisozima 
humana que possuem propriedades amiloidogênicas são conforma- 
cionalmente muito mais frouxas do que o tipo nativo da lisozima. Na 
doença de Alzheimer, uma doença degenerativa que ocorre princi- 
palmente em idosos, a proteólise de uma proteína precursora AJ3 
(pPP) nos tecidos do cérebro produz a proteína amiloide 3 com 40 a 
42 resíduos, formando as fibrilas amiloides que matam os neurônios. 

O homem e outros mamíferos estão sujeitos a doenças dege- 
nerativas infecciosas como a scrapie, que são causadas por príons. 
Parece que os príons se constituem somente de uma única espécie 
de proteínas denominada PrP. A PrP existe em duas formas: a forma 
celular normal (PrP ), uma proteína de superfície celular ancorada à 
membrana em neurônios; e a PrP SL que, embora seja quimicamente 
idêntica à PrP, tem uma conformação diferente. A PrP s " converte 
autocataliticamente a PrP c em PrP , o que explica as propriedades 


infecciosas da PrP c e a observação de que Prn-p de camundongos 
são resistentes à scrapie. A PrP ^ é degradada proteoliticamente na 
célula para formar um núcleo resistente à protease, a PrP 27-30, que 
se agrega para formar fibrilas amiloides neurotóxicas, que parecem 
ser responsáveis pelos sintomas das doenças causadas por príons. 
Espécies de PrP podem assumir diferentes conformações fibrosas 
autorreprodutivas para gerar diferentes linhagebs de príon. Fungos, 
tais como as leveduras, também tem proteínas com propriedades se- 
melhante à dos príons. 

6 Evolução estrutural As estruturas por raios X de citocromos 
c de eucariotos demonstraram que os resíduos internos e os resí- 
duos que têm papéis funcionais e estruturais específicos tendem a 
permanecer conservados durante a evolução. Os citocromos do tipo 
c de procariotos de várias espécies de organismos se assemelham 
estruturalmente uns aos outros, e com os de eucariotos, mesmo 
que a similaridade de sequências sej a pequena. Isso indica que são 
as estruturas tridimensionais das proteínas e não as sequências de 
aminoácidos que são mantidas durante o correr da evolução. As se- 
melhanças estruturais entre os domínios de muitas proteínas com 
múltiplos domínios indicam que essas proteínas surgiram por meio 
da duplicação dos genes que especificam os domínios ancestrais, se- 
guida de sua fusão. Por exemplo, a semelhança estrutural entre os 
domínios de ligação a dinucleotídeos das desidrogenases sugere que 
essas proteínas surgiram pela duplicação de um domínio de ligação 
a dinucleotídeos primordial, seguida da fusão com um gene especifi- 
cando um domínio de ligação ao proto- substrato. Dessa forma, pro- 
teínas com novas funções podem evoluir muito mais rapidamente 
por uma série de mutações pontuais. 
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PROBLEMAS 


1. Quanto tempo um núcleo de dobramento de um polipeptídeo 
com esqueleto de seis resíduos levaria para explorar todas as con- 
formações possíveis? Repita o cálculo para 10, 15 e 20 resíduos. Por 
que, na visão clássica do dobramento proteico, o núcleo não deve 
ser maior que 15 resíduos? 

* 2 . Considere uma proteína com 10 resíduos Cys. Quando essa 
proteína for oxidada, qual será a proporção de proteína reduzida e 
de proteína desnaturada que, aleatoriamente, formará novamente 
conjunto nativo das ligações dissulfeto se: (a) A proteína nativa tiver 
cinco ligações dissulfeto? (b) A proteína nativa tiver três ligações 
dissulfeto? 

3. Por que as folhas 3 são encontradas mais facilmente no inte- 
rior hidrofóbico das proteínas do que na superfície? 

4. Em condições fisiológicas, a polilisina assume uma conforma- 
ção de espiral enrolada. Em que condições ela forma uma hélice a? 

5. Explique como a teoria da paisagem é consistente com a ob- 
servação de que as proteínas pequenas parecem dobrar-se em suas 
conformações nativas sem o aparecimento de intermediários detec- 
táveis, isto é, pelos mecanismos de estado dois. 

6. Explique por que os resíduos Pr o podem participar da volta 
N-terminal de uma hélice a. 

7. Explique por que é mais fácil formar hélices a do que folhas (3 
durante os primeiros estágios do dobramento proteico. 

8. Glóbulos fundidos parecem ser estabilizados predominante - 
mente por forças hidrofó bicas. Por que as forças das ligações de hi- 
drogênio não estão implicadas nesse processo? 

*9. O ciclo da GroEL/ES, mostrado no diagrama da Fig. 9.25, gira 
somente no sentido horário. Explique as bases para essa irreversibi- 
lidade em termos da sequência das mudanças estruturais e de liga- 
ção no sistema GroEL/ES. 

*10. Faça a predição da estrutura secundária do peptídeo C da 
proinsulina (Fig. 9.4) usando os métodos de Chou-Fasman e 
Rose. 


11. Como engenheiro-chefe da Mãe Natureza, agora com certifi- 
cado de perito em construção de hélices, solicita-se que você repita 
o Problema 8.8 estipulando que a hélice ot seja efetivamente helicoi- 
dal. Use a Tabela 9.1. 

*12. Predizer a estrutura secundária do domínio N-terminal da 
proteína dissulfeto isomerase de levedura usando Jpred3 (http:// 
www.compbio.dundee.ac.uk/www-jpred/). Compare essa predição 
com a estrutura observada desde domínio (PDBid 2B5E; o domí- 
nio na Fig. 9.17). (Para inserir a sequência deste domínio no Jpred3, 
primeiro acesse o PDB em seu browser [http://www.rcsb.org/pdbj, 
insira o PDBid 2B5E, clique na aba “ Sequence Details” no topo da 
página resultante e determine a gama de sequências do domínio 
N-terminal. A seguir, clique em “UniProt reference” [P17967], role 
para baixo para a sequência, copie a porção em questão na caixa 
de entrada do Jpred3, exclua tudo exceto a sequência, e clique no 
botão “Make Prediction”. Na página que indica que a sequência 
correspondente foi encontrada no PDB, clique no botão “conti- 
nue”. Quando a página de Resultados aparecer [você pode ter que 
esperar algum tempo para isso], clique em “ View Simple” para ver a 
predição do Jpred3. A estrutura secundária observada do domínio 
N-terminal está esquematizada na página “Sequence Details”.) 

13. Indique os efeitos prováveis das seguintes mudanças mutacio- 
nais na estrutura de uma proteína. Explique suas razões. 

(a) Mudando uma Leu por uma Phe, (b) mudando uma Lys por 
uma Glu, (c) mudando uma Vai por uma Thr, (d) mudando uma Gly 
por uma Ala e (e) mudando uma Met por uma Pro. 

14. Explique por que, nas proteínas, os anéis Trp em geral estão 
completamente imóveis e os anéis Phe e Tyr giram rápidamente. 

15. Explique por que a Prn-p m de camundongo é resistente ao 
scrapie. Qual seria a suscetibilidade de camundongos Prn-p~ v hete- 
rozigotos ao scrapiel 

*16. Discuta os méritos da hipótese que supõe que os domínios que 
ligam o dinucleotídeo nas desidrogenases apareceram por evolução 
convergente. 



Hemoglobina: 
Função Proteica no 

Microcosmo 



CAPÍTULO 10 


1 Função da hemoglobina e da miogloblna 

A. Heme 

B. Ligação do oxigênio 

C. Transporte de dióxido de carbono e o efeito Bohr 

D. Efeito do BPG na ligação do 0 2 

2 Estrutura e mecanismo 

A. Estrutura da mioglobina 

B. Estrutura da hemoglobina 

C. Mecanismo de cooperatividade da ligação do oxigênio 

D. Testando o mecanismo de Perutz 

E. A origem do efeito Bohr 

F. Base estrutural da ligação do BPG 

G. Papel do resíduo de histidina distai 

3 Hemoglobinas anormais 

A. Patologia molecular da hemoglobina 

B. Base molecular da anemia falciforme 

4 Regulação alostérica 

A. A equação de Adair 

B. 0 modelo de simetria 

C. 0 modelo sequencial 

D. Cooperatividade da hemoglobina 

Apêndice: Deduções das equações do modelo de simetria 

A. Interações homotrópicas - Equação [10.22] 

B. Interações heterotrópicas - Equação [10.23] 


A existência da hemoglobina, (do grego haimato : sangue), 
o pigmento vermelho do sangue, é evidente para toda a 
criança que já tenha machucado o joelho. Sua cor vermelha 
brilhante, sua ocorrência generalizada e a facilidade de seu 
isolamento tornaram-na um objeto de investigação desde os 
tempos antigos. Efetivamente, o início da história da quími- 
ca de proteínas é essencialmente a história da hemoglobina. 
A observação da hemoglobina na forma cristalina foi relata- 
da pela primeira vez por Friedrich Hünefeld em 1840, e em 
1909 Edward Reicherl e Amos Brown publicaram um atlas 
fotográfico dos cristais de hemoglobina de várias centenas de 
espécies. Por sua vez, o primeiro relato de cristais de uma 
enzima, a urease de feijão-de -porco, só ocorreu em 1926. A 
hemoglobina foi uma das primeiras proteínas a ter sua massa 
molecular determinada com precisão. A hemoglobina tam- 
bém foi a primeira proteína a ser caracterizada por ultracen- 
trifugação, a primeira a ser associada a uma função fisiológica 
específica (transporte de oxigênio) e, na anemia falciforme, a 
primeira na qual foi demonstrado que uma mutação pontual 
causava a mudança de um único aminoácido Seção 7.3A). 


As teorias formuladas para esclarecer a ligação cooperativa 
do oxigênio à hemoglobina (Seção 10.4) também foram bem 
sucedidas em explicar o controle da atividade enzimática. A 
hemoglobina e a mioglobina (do grego myos : músculo), fo- 
ram as primeiras proteínas a terem a estrutura por raios X 
elucidada. Seu papel central no desenvolvimento da química 
de proteínas, juntamente com suas propriedades de ligação 
ao oxigênio semelhantes à atividade enzimática, fez com que 
a hemoglobina recebesse o título de “enzima honorária”. 

A hemoglobina não é somente um simples reservatório 
de oxigênio. Ela é um sistema sofisticado de distribuição de 
oxigênio que fornece a quantidade adequada do gás para os 
tecidos sob uma ampla variedade dc circunstâncias. Neste 
capítulo serão discutidas as propriedades, a estrutura e o me- 
canismo de ação da hemoglobina, para entender o funciona- 
mento dessa molécula fisiologicamente essencial e também 
para ilustrar os princípios da estrutura proteica que foram 
desenvolvidos nos capítulos precedentes. Serão consideradas 
também as propriedades das hemoglobinas anormais e suas 
relações com doenças humanas. No final, há uma dicussão 
sobre as teorias das interações cooperativas entre proteínas, 
para entender melhor as propriedades da hemoglobina e pre- 
parar o terreno para as considerações posteriores de como é 
regulada a atividade enzimática. 

1 FUNÇÃO DA HEMOGLOBINA E DA MIOGLOBINA 

Como foi visto nos Capítulos 7 e 8, a hemoglobina (Hb) é um 
heterotetrâmero, a 2 p 2 (ou um dímero dos protômeros ap) 
com 65 kDa. As subunidades a e |3 são relacionadas estru- 
tural e evolutivamente entre si e com a mioglobina (Mb), a 
proteína monomérica com 18 kDa, que se liga ao oxigênio no 
músculo esquelético e cardíaco (Seção 7.3C). 

A Hb transporta oxigênio dos pulmões, das brânquias 
ou da pele dos animais para os capilares para ser usado na 
respiração. Os organismos muito pequenos não necessitam 
desse tipo de proteína, pois suas necessidades respiratórias 
são satisfeitas pela simples difusão passiva do O, através do 
corpo. Contudo, uma vez que a velocidade de difusão de 
uma sustância varia inversamente com o quadrado da distân- 
cia pela qual ela deve se difundir, a velocidade de difusão 
do O, através de um tecido com espessura maior de 1 mm é 
muito lenta para manter a vida. A evolução de organismos 
grandes e complexos como os anelídeos (p. ex., minhocas), 
portanto, exigiu o desenvolvimento de sistemas circulatórios 
para transportar, ativamente, 0 2 e nutrientes para os tecidos. 
O sangue desses organismos deve conter um transportador 
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de oxigênio como a Hb, pois a solubilidade do 0 2 no plasma 
sanguíneo (o componente fluido do sangue) é muito baixa 
(—10 ~ 4 M em condições fisiológicas) para transportar 0 2 em 
quantidade suficiente para as necessidades metabólicas. Em 
contraste, o sangue total, que normalmente contém 150 g de 
Hb • L ‘ , pode carregar 0 2 em uma concentração de 0,01 M, 
a mesma do ar. 

Embora a suposição inicial de que a Mb armazenasse oxi- 
gênio, atualmente está claro que essa função tem significado 
somente para os mamíferos aquáticos como as focas e as ba- 
leias, que possuem concentração de Mb em seus músculos de 
10 a 30 vezes maior do que a dos mamíferos terrestres. Parece 
mais provável que o papel fisiológico principal da Mb nos ma- 
míferos terrestres seja facilitar o transporte de oxigênio nos 
músculos em respiração rápida. A velocidade com que o 0 2 
pode se difundir dos capilares para os tecidos, e consequente- 
mente o nível da respiração, é limitada pela baixa solubilida- 
de do oxigênio em solução aquosa. A Mb aumenta a solubi- 
lidade efetiva do 0 2 no músculo, o tecido de respiração mais 
rápida, quando em condições de esforço máximo. Assim, no 
músculo em respiração rápida, a Mb funciona como o equiva- 
lente molecular de um grupo de pessoas que passa baldes de 
mão em mão para facilitar a difusão do 0 2 . Foi portanto uma 
surpresa a constatação de que camundongos que tiveram o 
gene para a Mb nocauteado não apresentaram anormalidades 
óbvias (exceto pela cor pálida dos seus músculos), e exibiram 
capacidade normal para exercícios e para resposta a baixos 
níveis de oxigênio. Contudo, investigações adicionais revela- 
ram que esses camundongos apresentam adaptações compen- 
satórias que incluem aumento no seu hematócrito (a fração 
do volume sanguíneo ocupada pelas hemácias; normalmen- 
te 45%) e a densidade capilar de seus músculos. Além dis- 
so muitos dos embriões mutantes morrem no útero devido a 
defeitos cardiovasculares. Recentemente foram reconhecidas 
funções fisiológicas adicionais para a Mb: a destoxificação do 
óxido nítrico (NO), “uma molécula de sinalização biológica 
altamente reativa” por meio de sua conversão em íon nitra- 
to (NO 3 ) sob condições normais e sua síntese a partir do íon 
nitrito (N0 2 ) sob condições de hipoxia (com um suprimento 
insuficiente de 0 2 ; ver a seguir). 

Nesta seção, inicia-se a discussão sobre a Hb conside- 
rando suas propriedades químicas e físicas e como elas estão 
relacionadas com sua função fisiológica. A estrutura da Hb 
e os mecanismos por meio dos quais ela desempenha suas 
funções serão discutidos na Seção 10.2. 

A. Heme 

A cadeia da Mb e cada uma das quatro subunidades da Hb 
possuem um grupo heme em ligação não covalente (Fig. 10.1). 
Esse é o mesmo grupo existente nos citocromos (Seção 9.6A) 
e em determinadas enzimas redox como a catalase. O grupo 
heme é responsável pela cor vermelha característica do san- 
gue e é também o sítio ao qual se liga uma molécula de 0 2 
em cada monômero de globina (as globinas são as porções 
protéicas sem heme da Hb e da Mb). O sistema de anel he- 
terocíclico do heme é um derivado da porfirina: ele consiste 
em quatro anéis pirrólicos (designados com as letras A a D na 
Fig. 10.1) unidos por pontes de meteno. A porfirina do heme, 
com seu arranjo particular de quatro substituintes metil, dois 
propionato e dois vinil, é conhecida como protoporfirina IX. 




H 


CH 2 

CH 


CH 3 

—coo - 


FIGURA 10.1 O grupo heme. O Fe(II)-heme (ferroprotopor- 
firina IX) é mostrado em ligação com His e 0 2 , como ocorre na 
Mb e na Hb oxigenadas. Note que o heme é um sistema conju- 
gado de forma que todas as ligações Fe — N são equivalentes, 
embora duas das suas ligações Fe — N sej am ligações covalentes 
coordenadas (ligações nas quais o par de elétrons que faz a 
ligação é fornecido por somente um dos átomos que formam 
a ligação). O esquema de denominação do anel pirrólico com 
letras está mostrado na figura. 


O heme é, portanto, uma protoporfirina IX contendo um áto- 
mo de ferro em posição central. Na Hb e na Mb, o átomo de 
ferro permanece normalmente no estado de oxidação Fe(II) 
(ferroso) quer o heme esteja oxigenado (ligado a 0 2 ) ou não. 

O átomo de Fe na Hb e na Mb não oxigenadas está co- 
ordenado por uma pirâmide quadrada de átomos de N : qua- 
tro da porfirina e um da cadeia lateral da His da proteína. Pela 
oxigenação, o 0 2 se liga ao Fe(II) no anel porfirínico do lado 
oposto ao da His íigante, de forma que o Fe(II) se apresenta 
coordenado octaedricamente, isto é, os ligantes ocupam os seis 
vértices de um octaedro centrado no átomo de Fe (Fig. 10.1). 
A oxigenação altera o estado eletrônico do Fe(II)-heme, o que é 
indicado pela mudança na coloração do sangue de púrpura es- 
curo, característica do sangue venoso, para o vermelho brilhante 
do sangue arterial e do que corre de um dedo cortado (Fig. 10.2). 

Determinadas moléculas pequenas, como CO, NO, CN 
e H 2 S, coordenam a sexta posição de ligação do Fe(II) na 
Hb e na Mb com uma afinidade muito maior do que a do 
0 2 . Esse fato, j untamente com a capacidade de ligação seme- 
lhante aos grupos heme dos citocromos, é a causa das pro- 
priedades altamente tóxicas dessas substâncias. 

O Fe(II) da Hb e da Mb pode ser oxidado a Fe(III) for- 
mando metemoglobina (metHb) e metamioglobina (metMb). 
A metHb e a metMb não ligam ao 0 2 ; o Fe(III) dessas molé- 
culas já está coordenado octaedricamente, com uma molécula 
de H 2 0 na sexta posição de ligação. A cor marrom do sangue 
seco e da carne velha é devida à metHb e à metMb. Os eritró- 
citos contêm a enzima metemoglobina-redutase que converte 
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Comprimento de onda (nrrt) 

FIGURA 10.2 O espectro de absorção visível da hemoglobina 
oxigenada e desoxigenada. 

para a forma Fe (II) a pequena quantidade de metHb que se 
forma espontaneamente. 

a. A mloglobina sintetiza óxido nítrico e destoxifica 
O NO, que é sintetizado em muitos tecidos, funciona como 
uma molécula sinalizadora ativa localmente, induzindo vaso- 
dilatação (Seção 19.1L). Uma vez que o NO tenha enviado 
sua mensagem, é importante que ele seja eliminado rapida- 
mente para impedir sua interferência com sinais subsequen- 
tes de NO (ou a falta deles). Além disso, o NO é altamente 
reativo sendo por isso uma substância tóxica. No músculo, 
em concentração normal de 0 2 ele é destoxificado por sua 
reação com a mioglobina oxigenada (oxiMb) produzindo íon 
nitrato e metMb: 

NO + Mb0 2 — ^NOf + metMb 

Uma vez que a metMb é subsequentemente reduzida a Mb 
pela ação de uma metamioglobina-redutase intracelular, a 
Mb funciona como uma enzima nesse processo. A hemoglo- 
bina oxigenada (oxiHb) destoxifica de modo semelhante o 
NO presente no sangue. 

Paradoxalmente, o dano ao tecido causado pela isque- 
mia (fluxo sanguíneo insuficiente, como em um ataque car- 
díaco ou em um acidente vascular encefálico) é exacerbado 
quando se restabelece o fluxo sanguíneo aos tecidos. Este, 
assim chamado, dano de reperfusão é causado, em parte, pe- 
las espécies reativas de oxigênio (ROS) altamente destruti- 
vas, como o íon superóxido (0 2 7 ) e o radical hidroxil (*OH), 
produzidos inicialmente pelas mitocôndrias hipóxicas quan- 
do o suprimento de sangue é restabelecido. O íon nitrito está 
normalmente presente no sangue e nos tecidos em baixa con- 
centração (micromolar). Sob condições de hipóxia, a deoxi 
Mb catalisa a formação de NO a partir do íon nitrito: 

NO; + H + + Mb-» NO + OH~ + metMb 

O NO suprime a cadeia mitocondrial de transporte de elé- 
trons produzida pelas ROS (Capítulo 22) e desta forma pro- 
tege contra o dano de reperfusão. De fato, a administração 
do íon nitrito a corações de camundongos normais imedia- 


tamente antes de cortar o suprimento de sangue por 30 mi- 
nutos produziu um efeito protetor significante contra o dano 
ao tecido, mas o mesmo não aconteceu com os corações de 
camundongos com o gene da Mb silenciado. 

b. Outras globinas e proteínas de transporte de oxigênio 
A Hb e a Mb pertencem à superfamília das globinas, cujos 
membros ocorrem em todos os seres vivos, onde participam 
em uma grande variedade de funções enzimáticas e de per- 
cepção de 0 2 . Sem dúvida, a função de transporte de 0 2 da 
Hb é uma adaptação evolutiva relativamente recente. 

As hemoglobinas dos invertebrados variam em sua es- 
trutura quaternária contendo desde dímeros até 180 subuni- 
dades. As maiores delas, conhecidas como eritrocruorinas 
(do Latin cruor = sangue), são proteínas extracelulares e 
não estão dentro das células; seu grande tamanho (até 3,5 
milhões de kDa) permite que sejam retidas dentro dos sis- 
temas circulatórios. As clorocruorinas (do Grego chloros - 
verde-claro), que ocorrem no sangue de determinados anelí- 
deos, contêm uma porfirina que difere da protoporfirina IX 
pela substituição do grupo vinil de seu anel A por um grupo 
formil. Em consequência, a clorocruorina é verde quando de- 
soxigenada e verde claro quando oxigenada. 

Os peixes de gelo da Antártida, os únicos vertebrados 
adultos que não possuem hemoglobina - seu sangue é incolor 
- são viáveis porque sua necessidade reduzida por O, a bai- 
xas temperaturas combina com a solubilidade relativamente 
alta do 0 2 em água na temperatura de -1,9°C do seu meio 
ambiente (lembre-se que a solubilidade dos gases aumenta 
com a redução da temperatura). 

Muitos invertebrados não possuem Hb mas produzem um 
ou dois tipos alternativos de proteínas de transporte de 0 2 : 

1. Hemocianinas, que ocorrem em muitas espécies de 
moluscos e artrópodes, formam uma família de proteínas 
extracelulares, grandes e multiméricas, que diferem desde 
suas estruturas primarias até quaternárias. No entanto, elas 
possuem sítios de ligação ao 0 2 muito semelhantes contendo 
dois íons de cobre. As hemocianinas são azuis quando oxige- 
nadas e incolores quando não estão ligadas ao Õ 2 . 

2. Hemeritrinas, as quais são proteínas intracelulares, ocor- 
rem somente em poucas espécies de vermes marinhos. Seus 
sítios de ligação ao 0 2 contêm dois íons Fe não hemínicos. As 
hemeritrinas são rosa-lilás em complexo com o 0 2 e incolo- 
res quando não complexadas. 

Os vertebrados também expressam duas globinas re- 
centemente descobertas: a neuroglobina, que está presente 
principalmente no cérebro, na retina e nos tecidos endócri- 
nos, e a citoglobina, que ocorre na maioria dos tecidos. A 
neuroglobina protege os neurônios (células nervosas) do 
dano sob condições de hipoxia, provavelmente por preve- 
nir o dano de reperfusão de uma forma muito semelhante à 
da mioglobina no músculo. A citoglobina deve ter funções 
semelhantes. 

B. Ligação do oxigênio 

A ligação do 0 2 à Mb é descrita por uma reação de equilíbrio 
simples 

Mb + O, Mb0 2 
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com a constante de dissociação 

K = IMb] [OJ 
I Mb0 2 ] 


[ 10 . 1 ] 


(os bioquímicos em geral expressam equilíbrio em termos de 
constantes de dissociação, as recíprocas das constantes de as- 
sociação, quimicamente mais tradicionais) . A dissociação do 
0 2 da Mb pode ser caracterizada por sua saturação parcial, 
r 02 , definida como a fração dos sítios de ligação ao O, ocu- 
pados pelo 0 2 . 


>0,= 


[Mb0 2 ] 


[ 0 2 ] 


[Mb] + [Mb0 2 ] K + [0 : ] 


[ 10 . 2 ] 


Uma vez que o 0 2 é um gãs, sua concentração é mais conve- 
nientemente expressa por sua pressão parcial, p0 2 (também 
chamada tensão de oxigênio). A Equação [10.2] pode, assim, 
ser expressa: 



po 2 

K + p0 2 


[10.3] 


Agora define-se p 50 como o valor de p0 2 quando Y 0 , = 0,50, 
isto é, quando a metade dos sítios de ligação do 0 2 na Mb 
está ocupada. Substituindo esse valor na Equação [10.3] e 
resolvendo K, obtém-se K = p 5Q . Assim a expressão para a 
saturação parcial da Mb finalmente torna-se: 


normal da p0 2 do sangue (100 torr no sangue arterial e 300 
torr no sangue venoso); por exemplo, Y,j 2 = 0,97 a uma p0 2 
- 100 e 0,91 a 30 torr. Em contraste, a curva de dissociação 
do O, da Hb (Fig. 10.3), que tem uma forma sigmoide (forma 
de S), que não pode ser descrita pela Equação [10.4], indica 
que a quantidade de 0 2 ligado por Hb altera significativa- 
mente em decorrência da variação fisiológica normal da p0 2 
do sangue. Por exemplo, Yo 2 = 0,95 a 100 torr e 0,55 a 30 
torr no sangue total com uma diferença de 0,40 na Y 0r Por 
isso, Mb liga ao 0 2 em condições nas quais a Hb o libera. 
Assim, as duas proteínas formam um sistema sofisticado de 
transporte de 0 2 que o envia dos pulmões para os músculos 
(onde a pQ, deve ser < 20 torr). O fato de a dissociação do 
0 2 da Hb seguir uma curva sigmoide tem grande importância 
fisiológica; permite que o sangue libere muito mais 0 2 para 
os tecidos do que poderia se sua curva de dissociação fosse 
hiperbólica, com a mesma p 50 (26 torr; curva tracejada na Fig. 
10.3). Tal curva hiperbólica tem Yq 2 - 0,79 a 100 torr e 0,54 a 
30 torr para uma diferença de somente 0,25 na Y 0r 

Uma curva de dissociação sigmoide descreve uma inte- 
ração cooperativa entre os sítios de ligação de uma molécula 
pequena a uma proteína, isto é, a ligação de uma molécula 
pequena afeta a ligação das outras. Nesse caso, a ligação do 
0 2 aumenta a afinidade da Hb para ligação de 0 2 adicionais. 
O mecanismo estrutural da cooperatividade da Hb é discuti- 
do na Seção 10.2C. 



P Çh 

Ps 0 + pO 2 


[10.4] 


a. A Hb liga 0 2 cooperatívamente 

A curva de dissociação do 0 2 da Mb (Fig. 10.3) é muito seme- 
lhante à curva hiperbólica descrita pela Equação [10.4]: sua 
p 5Q é 2,8 torr (1 torr = 1 mmiig a 0°C = 0,133 k.Pa; 760 torr = 
1 atm). Por isso, a Mb libera pouco O, na variação fisiológica 
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b. Os parâmetros da equação de Hlll podem ser avaliados 
graficamente 

As primeiras tentativas de análise da curva sigmoide da dis- 
sociação do 0 2 foram feitas em 1910 por Archibald Hill. De 
uma forma geral, sua análise será seguida, pois ela é útil para 
caracterizar o comportamento cooperativo tanto das enzi- 
mas oligoméricas como da Hb. 

Deve-se considerar que a proteína E consiste em n subu- 
nidades que podem ligar uma molécula S, que, em analogia 
com os substituintes dos complexos de íons metálicos, é co- 
nhecida como ligante. Supondo que o ligante ligue-se com 
cooperatividade infinita 

E + «S ES„ 


isto é, a proteína tanto tem todos ou nenhum dos seus sítios 
de ligação ocupados, de modo que não existem intermediá- 
rios, ESj, ES 2 , etc. A constante de dissociação dessa reação é 


„ _ [E][S] 

A — — ~ — — 

[ ES, ] 


[10.5] 


e, como anteriormente, sua saturação fracionai é expressa: 


n = 


n[ES„] 

«([ E] + [ES,,]) 


[ 10 . 6 ] 


Combinando as Equações [10.5] e [10.6] obtém-se 



[E] [S17* 
[E](l + |S]"/Kj 


FIGURA 10.3 Curvas de dissociação do oxigênio da Mb e da 
Hb no sangue total. Estão indicados os valores normais de p0 2 
arterial e venosa humana ao nível do mar. A linha tracejada é 
uma curva hiperbólica de dissociação de 0 2 com a mesma p 5l] da 
Hb (26 torr). jfb Ver Figuras animadas 


que, com rearranjos algébricos e anulação de termos, torna- 

-se a equação de Hill: 


= 


[SP 


K + [S] 


n 


[10.7] 
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que, de maneira análoga à Equação [10.4], descreve o grau 
de saturação de uma proteína com múltiplas subunidades em 
função da concentração de ligantes. 

A cooper atividade infinita de ligação do ligante ( n é 
igual ao número de subunidades da proteína), como foi 
suposto na dedução da equação de Hill, é uma impossibi- 
lidade física. Entretanto, n pode ser tomado como um parâ- 
metro não integral relacionado ao grau de cooperatividade 
entre os sítios de ligação em interação e não ao número de 
subunidades de cada proteína. A equação de Hill passa en- 
tão a ser uma relação empírica útil de ajustamento à curva 
em vez de ser um indicador de determinado modelo de li- 
gação do ligante. A grandeza n, a constante de Hill, au- 
menta com o grau de cooperatividade da reação, fornecendo 
assim uma caracterização conveniente, embora simples, de 
uma reação de ligação a um ligante. Se n = 1, a Equação 
[10.7] descreve uma hipérbole, como as Equações [10.3] e 
[10.4] para a Mb e a reação de ligação do ligante é dita ser 
não cooperativa. Uma reação com n > 1 é descrita como 
positivamente cooperativa: a ligação do ligante aumenta a 
afinidade de E para a ligação de mais um ligante (a coope- 
ratividade é infinita no limite no qual n é igual ao número 
de sítios de ligação na E). Alternativamente, se n < 1, a 
reação é denominada negativamente cooperativa: a ligação 
com o ligante reduz a afinidade da E para a ligação subse- 
quente de mais um ligante. 

c. Os parâmetros da equação de HHI podem ser calculados 
graficamente 

A constante de Hill, n,e a constante de dissociação, K, que 
melhor descrevem uma curva de saturação podem ser de- 
terminadas graficamente pelo rearranjo da Equação [10.7] 
como segue: 

[sr 

y s _ K+[s\ n [sr 

i - y s [S]« K 

K + [S]“ 


e tomando então o log de ambos os lados para obter uma 
equação linear: 

jV ) = rtl °g[ s i ~ l °z K i ia8 J 


A curva linear de logfy Al — yj] versus log[S], a curva de 
Hill, tem uma inclinação de n e a interceptação no eixo log[S] 
é (log K)/n (lembre-se que a equação linear y = mx + b des- 
creve uma reta com uma inclinação de m e uma intercepta- 
ção no eixo x de ~ b/m ). 

Para a Hb, se o p0 2 for substituído por [S] como feito 
para a Mb, a equação de Hill torna-se: 



ipQiY 

k + (po z y 


[10.9] 


Como na Equação [10.4], define-se p 5ü como o valor de 
p0 2 quando y 0o = 0,50. Então, substituindo esse valor na 
Equação [10.9], 


0,50 


(Pso) n 

K + (PsoT 


de forma que 

K = (p 50 y [10.10] 

A substituição desse resultado na Equação [10.9] produz 

(po 2 y 


Y 0 = 


(ps o)" + (po 2 y 


[ 10 . 11 ] 


(Nota: A Equação [10.4] é um caso especial da Equação 
[10.11] para n = 1.) Por isso, a Equação [10.8] da curva de 
Hill para a Hb tem a forma 

log( , _°y ) = n lo ê P °2 ~ n logp 50 [10.12] 

de modo que essa curva tem uma inclinação n e uma intercep- 
tação no eixo log p0 2 de log p 50 . 

A Fig. 10.4 mostra as curvas de Hill para Mb e Hb. Para 
a Mb a curva é linear com uma inclinação de 1, como espera- 



F IGURA 10.4 Gráficos de Hill para Mb e Hb 
purificada (“nua”)- Note que este é um gráfico 
log-log. Por isso, o eixo horizontal, log 
[YoM ~Y 0? )] = 0, ocorre onde y ü? /(l - Y a? ) = 

1 (ep0 2 = p s0 ). 


p0 2 (torr) 


328 Dona I d Voet / Judith G. Voet 


do. Embora a Hb não ligue o O, em uma única etapa, como 
se assume na dedução da equação de Ilill, sua curva de Hill 
é linear para valores de Y 0 n entre 0,1 e 0,9. Sua inclinação 
máxima, que ocorre próximo a p0 2 = p 50 [F 0 ^ = 0,5; Y a J 
(1 — Yo 2 ) = 1], é normalmente considerada a constante de 
Hill. Para a Hb humana normal, a constante de Hill está en- 
tre 2,8 e 3,0, isto é, a ligação do oxigênio à Hb é altamente 
cooperativa, mas não infinitamente. Muitas Hbs anormais 
exibem constantes de Hill menores (Seção 10. 3 A), indicando 
que possuem um grau de cooperatividade menor que o nor- 
mal. Para valores de Y 0l próximos de 0, quando poucas mo- 
léculas de 1 1 b têm uma molécula de 0 2 ligada, a curva de Hill 
para a Hb assume uma inclinação de 1 (Fig. 10.4, assintota 
inferior), pois as sub unidades da Hb competem independen- 
temenle pelo 0 2 , como as moléculas de Mb, Para valores de 
Yq 2 próximos de 1, quando estão ocupados pelo menos três 
dos quatro sítios de ligação do O,, a curva de Hill também as- 
sume uma inclinação de 1 (Fig. 10.4, assintota superior), pois 
os poucos sítios desocupados estão em diferentes moléculas 
e por isso ligam O, independentemente. 

A extrapolação da assintota inferior na Fig. 10.4 para o 
eixo horizontal indica que p 50 = 30 torr para a ligação do pri- 
meiro 0 2 à Hb, de acordo com a Equação [10.11], Igualmente, 
a extrapolação da assintota superior produz p 50 = 0,3 torr para 
a ligação do quarto 0 2 . Assim, o quarto O, se liga à Hb com 
uma afinidade 100 vezes maior do que o primeiro . Essa dife- 
rença é devida inteiramente à influência da globina sobre a afi- 
nidade do iieme pelo 0 2 , como será visto na Seção 10.2C. Ela 
corresponde a uma diferença de energia livre de 11,4 kj * mol 1 
entre a ligação do primeiro e do último 0 2 à Hb (Seção 3. 4 A). 

Foram desenvolvidos modelos matemáticos mais sofisti- 
cados do que a equação de Hill para analisar a ligação coo- 
perativa de Hgantes a proteínas. Na Seção 10.4, serão exami- 
nados alguns deles. 



FIGURA 10.5 O complexo Fe(ll)-porGrma em forma de cerca 
de estacas com O, ligado. (Segundo Collman, J.P., Brauman, 
J.I., Rose, E., e Suslick, K.S., Proc. Natl Acad. Sei. 75, 1053 
[1978].) 


d. A globina Impede a auto-oxidação do oxleme 
A globina não somente modula a afinidade do heme pelo O, 
como também torna possível a reversibilidade da ligação do 
0 2 . O Fe(IT )-heme por si só é incapaz de ligar reversivelmen- 
te o 0 2 . Na presença de 0 2 , ele se auto-oxida irreversivel- 
mente a Fe(III), pela formação de um complexo consistindo 
em uma ponte entre uma molécula de O, e os átomos de Fe 
de dois grupos heme. Essa reação pode ser inibida pela mo- 
dificação do heme com grupos volumosos que impedem es- 
te ricamente a aproximação de dois grupos heme. Estes com- 
plexos Fe(lI)-porfirina, sintetizados pela primeira vez por 
James Collman, ligam 0 2 reversivelmcnte e possuem estru- 
turas comparáveis a uma cerca de estacas (Fig. 10.5). O lado 
de trás dessa porfirina não está bloqueado e forma um com- 
plexo com um imidazol substituído, de maneira semelhante 
ao que ocorre na Hb e na Mb. Na verdade, a afinidade do 
complexo em forma de cerca de estacas por O, é semelhante 
à da Mb. Assim, as globinas da Mb e da Hb funcionam pre- 
venindo a auto-oxidação do oxi-heme, envolvendo-o como 
o pão envolve o hambúrger, de forma que somente as suas 
cadeias laterais de propionato estão expostas ao solvente 
aquoso (Seção 10.2B). 

C. Transporte de dióxido de carbono e o efeito Bohr 

Além de ser um carreador de O,, a Hb desempenha um papel 
importante no transporte do C0 2 pelo sangue . Quando a Hb 
(mas não a Mb) liga 0 2 em pH fisiológico, ela sofre uma mu- 
dança de conformação (Seção 10.2B) que a torna um ácido 
levemente mais forte. Por isso libera prótons: 

Hb(0 2 )„ + O, Hb(0 2 ) n + ] + xH f 

onde n = 0, 1, 2 ou 3 e x ~ 0,6 sob condições fisiológicas. 
Reciprocamente, o aumento do pH, isto é, a remoção de pró- 
tons, estimula a Hb a ligar 0 2 (Fig. 10.6). Esse fenômeno, cuja 
base molecular é discutida na Seção 10.2E, é conhecido como 
o efeito Bohr, por causa de Christian Bohr (o pai de Niels 



p0 2 (torr) 


FIGURA 10.6 Efeito do pH sobre a curva de dissociação do 

0 2 da Hb: o efeito Bohr. A linha tracejada vertical indica a p0 2 
em um tecido muscular em respiração ativa. (Segundo Benesch, 
R.E., e Benesch, R., Adv. Prot. Chem. 28, 212 [1974].) 

4^ Ver Figuras animadas 
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Bohr, o pioneiro físico atômico) , que o relatou pela primeira 
vez em 1904. 

a. O efeito Bohr facilita o transporte do 0 2 

As cerca de 0,8 moléculas de C0 2 formadas por cada molé- 
cula de 0 2 consumida na respiração difundem-se dos tecidos 
para os capilares e, em sua maior parte, estão dissolvidas de- 
vido à lentidão da reação de formação de bicarbonato: 

C0 2 + H 2 0 H + + HC0 3 - 

Esta reação, contudo, é catalisada no eritrócito pela anidra- 
se carbônica (Fig. 8.41). Desta maneira, a maior parte do 
C0 2 é transportada no sangue na forma de bicarbonato (na 
ausência da anidrase carbônica, a hidratação do C0 2 seria 
equilibrada 100 vezes mais lentamente, de forma que pode- 
riam se formar bolhas do gás não dissolvido no sangue e nos 
tecidos). 

Nos capilares, onde a p0 2 é baixa, o liberado pela 
formação do bicarbonato é captado pela Hb, que, por isso, 
é induzida a desligar-se de seu 0 2 . Além disso, essa captação 
de H + facilita o transporte de CO 2 , pois estimula a formação 
de bicarbonato. Reciprocamente, nos pulmões, onde a p0 2 é 
alta, o O 2 ligado à Hb libera os prótons de Bohr, o que facilita 
a expulsão do C0 2 . Essas reações são acopladas, de modo 
que causam uma alteração muito pequena no pH do sangue. 

O efeito Bohr estabelece um mecanismo pelo qual 0 2 
adicionais podem ser supridos para músculos em grande ati- 
vidade. Esses músculos geram ácido (Seção 17. 3 A) rapida- 
mente, o que reduz de 7,4 para 7,2 o pH do sangue que os 
irriga. No pH 7,2, a Hb libera 10% mais 0 2 , com um valor de 
P o 2 < 20 torr nesses músculos do que a pH 7,4 (Fig. 10.6). 

b. C0 2 e CF modulam a afinidade da Hb pelo 0 2 

O CO 2 modula a ligação do 0 2 diretamente e também por 
combinar-se reversivelmente com os grupos aminoterminais 
das proteínas sanguíneas, formando carbamatos: 

R — NH 2 + C0 2 R— NH— COO + H + 

A conformação da Hb sem oxigênio (desoxiHb), como será 
visto na Seção 10.2Ba, é significativamente diferente da 
oxiHb. Como consequência, a desoxiHb liga mais C0 2 , na 
forma de carbamato, do que a oxiHb. Por isso, tanto o C0 2 
como o H 4 são moduladores da afinidade do 0 2 pela Hb. 
Uma alta concentração de C0 2 , como ocorre nos capila- 
res, estimula a Hb a liberar seu 0 2 . Note a complexidade 
desse equilíbrio Hb— 0 2 — C0 2 — H + : uma parte dos prótons 
liberados na formação do carbamato é captada devido ao 
efeito Bohr, aumentando, dessa forma, a quantidade de 0 2 
que a Hb é capaz de liberar. Embora a diferença na liga- 
ção do C0 2 entre os estados oxi e desoxi da Hb seja res- 
ponsável por somente 5% do total de C0 2 sanguíneo, essa 
diferença é responsável por, aproximadamente, metade do 
C0 2 transportado pelo sangue. Isso ocorre porque somente 
10% do total do C0 2 sanguíneo é renovado em cada ciclo 
circulatório. 

O Cl" também se liga mais fortemente à desoxiHb do 
que à oxiHb (Seção 10.2E). Em consequência, a afinidade 
da Hb pelo 0 2 também varia com a concentração de Cl“. 
O íon HC0 3 ” atravessa livremente a membrana dos eri- 


trócitos (Seção 12.3D), de forma que, à medida que ele se 
forma, entra em equilíbrio com o plasma circundante. No 
entanto, a necessidade da neutralidade de cargas em am- 
bos os lados da membrana exige que o Cl”, que também 
atravessa livremente a membrana, substitua o HC0 3 que 
sai do eritrócito (a membrana do eritrócito é impermeá- 
vel a cátions). Consequentemente, a concentração do Cl~ 
é maior no sangue venoso do que no sangue arterial. Por 
essa razão, o Cl é também um modulador da afinidade da 
Hb por O 

D. Efeito do BPG na ligação do 0 2 

A Hb purificada apresenta uma afinidade muito mais alta 
por 0 2 do que o sangue total (Fig. 10.7). Essa observação 
levou Joseph Barcroft a especular, em 1921, que o sangue 
conteria algumas outras substâncias que se ligariam à Hb e 
reduziriam sua afinidade pelo 0 2 . Em 1967, Reinhold e Ruth 
Benesch demonstraram que essa substância é o D-2,3-bifosfo- 
glicerato (BPG, de bisphosphoglycerate ) 

°; /> 

c 

H-C— OPOg 

H— C — OPO3 

H 

D-2,3-bifosfoglicerato (BPG) 


(anteriormente conhecido como 2,3-difosfoglicerato 
[DPG, de diphosphoglycerate ]). O BPG liga-se firmemente 
à desoxiHb em uma relação molar 1:1 ( K = 1,5 x 10 -5 M), 
mas fracamente à oxiHb. Por essa razão, a presença do 
BPG mantém a Hb na conformação desoxi, reduzindo sua 
afinidade pelo oxigênio. Por exemplo, 4,7 m M de BPG, que 



FIGURA 10.7 Comparação entre as curvas de dissociação do 
tí 2 da Hb “nua” e do sangue total em NaCl 0,01 M a pH 7,0. 

(Segundo Benesch, R.E., e Benesch, R., Adv. Prot. Chem. 28, 
217(1974].) 
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é a concentração normal nos eritrócitos (semelhante à da 
11b eleva a p w da Hb de 12 para 22 torr. Os fosfatos or- 
gânicos, como o hexafosfato de inositol (IHP, de inositol 
hexaphosphate ) 



Hexafosfato de inositol (IHP) 

e o ATP, também apresentam esse efeito sobre a Hb. De 
fato, em pássaros, o IHP substitui o BPG, e o ATP o faz 
em peixes e na maioria dos anfíbios. Os cerca de 2 mM de 
ATP normalmente presentes nos eritrócitos de mamíferos 



FIGURA 10.3 Os efeitos de BPG e CO,, separados ou com- 
binados, sobre a curva de dissociação do 0 2 da Hb comparada 
com a do sangue total ( curva vermelha). Na solução de Hb, em 
KC1 0,1M e pH 7,22, a n C0 2 = 40 torr, e a concentração de BPG 
é 1,2 vezes a da Hb. O sangue tem uma pC0 2 = 40 torr e o pH 
plasmático é 7,40, o que corresponde a um pH de 7,22 dentro do 
eritrócito. (Segundo Kilmartin, J.V., e Rossi-Bernardi, L., Phy- 
siol. Rev. 53, 884 [1973].) tjfb Ver Figuras animadas 


são impedidos de se ligarem à Hb por estarem complexados 
com Mg 2+ . 

O BPG tem uma função fisiológica indispensável. No san- 
gue arterial, onde a p0 2 é —100 torr, a Hb está —95% satura- 
da com 0 2 , mas, no sangue venoso, onde a p0 2 é —30 torr, ela 
está somente —55 % saturada (Fig. 10.3) . Consequentemente, 
ao passar pelos capilares, a Hb descarrega —40% do seu 0 2 . 
Na ausência de BPG, pouco desse 0 2 é liberado, pois a afi- 
nidade da Hb está aumentada , desviando significativamente a 
curva de dissociação na direção da pO ? mais baixa (Fig. 10.8, 
esquerda). 

O CO, e o BPG modulam, independentemente, a afi- 
nidade da Hb pelo 0 2 . A Fig. 10.8 mostra que a Hb pura 
pode passar a apresentar a mesma curva de dissociação do 
oxigênio da Hb do sangue total pela adição de C0 2 e BPG 
nas concentrações encontradas nos eritrócitos (o pH e a 
concentração de CF são também os mesmos). Assim, a pre- 
sença dessas quatro substâncias no sangue total — BPG, CO ^ 
H + e Cl — é responsável pelas propriedades de ligação do 
O 2 à Hb. 

a. Níveis aumentados de BPG são parcíalmente responsáveis 
pela adaptação às grandes altitudes 
A adaptação às grandes altitudes é um processo fisiológico 
complexo que envolve um aumento na quantidade de Hb 
nos eritrócitos e um aumento no número de eritrócitos. Esse 
processo demora várias semanas para se completar. No en- 
tanto, está claro para qualquer pessoa que tenha subido ra- 
pidamente a uma grande altitude, mesmo um dia de estada 
lá resulta em um grau perceptível de adaptação. Esse efeito 
é o resultado de um rápido aumento na concentração eritro- 
citária de BPG (Fig. 10.9; BPG é sintetizado no eritrócito e 
não é capaz de atravessar a membrana eritrocitária; Seção 
17.2Hb). A consequente redução na afinidade pelo 0 2 , 


Nível -* — 4.530 m acima ► Nível 

do do nível do mar do 



FIGURA 10.9 O efeito da exposição a grande altitude na p sl) 
e na concentração sanguínea de BPG em indivíduos adaptados 
ao nível do mar. A região à direita marcada “nível do mar” in- 
dica os efeitos da exposição ao nível do mar de indivíduos adap- 
tados à grande altitude. (Segundo Lenfant, C., Torrance, J.D., 
English, E., Finch, C.A., Reynafaije, C., Ramos, J., e Faura, J., 
J. Clin. Invest. 47, 2653 [1968].) 
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como indicado pela elevada p so , aumenta a quantidade de 0 2 
que a Hb descarrega nos capilares (Fig. 10.10). Aumentos 
semelhantes na concentração de BPG ocorrem em indiví- 
duos que sofrem de doenças que limitam a oxigenação do 
sangue (hipoxia), tais como diversas anemias e insuficiência 
cardiopulmonar. 

b. A hemoglobina fetal tem baixa afinidade por BPG 
Os efeitos do BPG também auxiliam no suprimento de oxi- 
gênio para o feto. O feto capta 0 2 a partir da circulação ma- 
terna, via placenta. Esse processo é facilitado porque a he- 
moglobina fetal (HbF) possui uma afinidade pelo 0 2 mais 
alta do que a hemoglobina materna (HbA; lembrar que a 
composição da HbF é a 2 y 2 , na qual a sub unidade y é uma va- 
riante da sub unidade p da HbA; Seção 7.3C). O BPG ocorre 
na mesma concentração tanto nos eritrócitos adultos como 
nos fetais, mas se liga mais firmemente à desoxiHbA do que 
à desoxiHbF. Isso esclarece a maior afinidade da HbF pelo 
oxigênio. Na próxima seção, será explanada a base racional 
estrutural para o efeito do BPG e para os outros aspectos da 
ligação do 0 2 . 


pO 2 p0 2 

p 0 2 arterial a arterial no 

venoso 4.500 m nível do mar 



0 20 40 60 80 100 

p0 2 (torr) 


R S URA 1 0.10 Curvas de dissociação do 0 2 do sangue 
adaptado ao nível do mar (curva preta) e à grande altitude 
(curva vermelha). Entre os valores da p0 2 arterial e venosa 
de 100 torr e 30 torr, respectivamente, ao nível do mar, a Hb 
descarrega 38% do total de 0 2 que ela pode transportar. No 
entanto, quando a p0 2 arterial cai para 55 torr, como acontece 
na altitude de 4.500 m, essa diferença é reduzida para 30% 
em um sangue não adaptado. A adaptação à grande altitude 
aumenta a concentração de BPG nos eritrócitos, o que desloca 
a curva de dissociação do 0 2 da Hb para a direita. Por isso, a 
quantidade de 0 2 que a Hb libera para os tecidos é restaurada 
a 37 % de sua carga máxima. 


2 ESTRUTURA E MECANISMO 

A determinação das primeiras estruturas de proteínas por 
raios X, das estruturas da Mb da baleia do tipo cachalote, 
por John Kendrew em 1959, e da desoxiHb humana e da 
metHb de cavalo por Max Perutz um pouco mais tarde, 
prenunciou uma revolução no pensamento bioquímico que 
remodelou o entendimento da química da vida. Antes do 
advento da cristalografia de proteínas, as estruturas macro- 
moleculares, se é que eram consideradas, eram imaginadas 
como tendo uma existência muito obscura com significado 
biológico incerto. Contudo, à medida que a elucidação das 
estruturas macromoleculares continuou em um ritmo ainda 
mais rápido, se tornou claro que a vida é fundamentada nas 
interações entre macromoléculas complexas e estruturalmen- 
te bem definidas. 

A história da determinação estrutural da Hb é uma his- 
tória de grande otimismo e tenacidade. Perutz começou seu 
estudo em 1937, na Universidade de Cambridge, como estu- 
dante de graduação de J. D. Bernal (que, juntamente com 
Dorothy Crowfoot Hodgkin, fez as primeiras fotografias de 
difração de raios X de cristais proteicos hidratados, em 1934). 
Em 1937, a determinação por raios X da estrutura cristalina, 
mesmo da menor das moléculas, requeria muitos meses de 
computação manual e a maior estrutura elucidada até então 
foi a do corante ftalocianina, contendo 40 átomos além dos 
de hidrogénios. Já que a Hb tem 4.500 átomos que não são 
hidrogénios, os colegas de Perutz devem ter pensado que ele 
estava perseguindo um objetivo impossível. Não obstante, o 
diretor do laboratório, Lawrence Bragg (o qual determinou, 
em 1912, juntamente com seu pai William Bragg, a primeira 
estrutura por raios X, a do NaCl,), percebeu o enorme sig- 
nificado biológico que a determinação da estrutura de uma 
proteína teria e apoiou o projeto. 

Foi somente em 1953 que Perutz finalmente encontrou 
o método que lhe permitiu elucidar a estrutura da Hb, o da 
substituição isomórfica. Kendrew, colega de Perutz, usou 
essa técnica para elucidar a estrutura por raios X da Mb de 
cachalote, primeiro, em 1957, em baixa resolução, e depois 
em alta resolução, em 1959. A maior complexidade da estru- 
tura da Hb atrasou a determinação estrutural em baixa reso- 
lução até 1959, e somente em 1968, 30 anos após ter iniciado 
o projeto, Perutz e seus associados obtiveram a estrutura por 
raios X de alta resolução da metHb de cavalo. As estruturas 
da desoxiHb humana e de cavalo foram obtidas logo após. 
Desde então foram elucidadas as estruturas por raios X de 
Hbs de numerosas espécies diferentes, de variantes mutacio- 
nais, e com Ügantes diferentes. Isso, juntamente com inves- 
tigações físico-químicas em geral engenhosas, tornou a Hb 
a proteína mais intensivamente estudada e, talvez, a melhor 
entendida. 

Nesta seção, serão examinadas as estruturas moleculares 
da Mb e da Hb e considerada a base estrutural da coopera- 
tividade da ligação do oxigênio à Hb, do efeito Bohr, e da 
ligação do BPG. 

A. Estrutura da mioglobina 

A Mb consiste em oito héüces (denominadas A-H) unidas 
por segmentos polipeptídicos curtos formando uma molécu- 
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TABELA 10.1 Sequênda de aminoáddos das cadeias aepda hemoglobina e da mioglobina humanas 

Limites das 

hélices Al A16B1 B16 C7 Dl D7 


* +* 


10 


15 


Cl 


20 


25 


30 


35 


40 


45 


50 


El 


5 10 15 

PEE KSAVTÀ L WGKV 


55 60 65 

SAQVKGHGKE VA DA LT 
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la elipsoidal com dimensões aproximadas de 44 X 44 X 25 
À (Fig. 10.11 ; ver também Fig. 8.39). As hélices variam em 
comprimento entre 7 e 26 resíduos e incorporam 121 dos 
153 resíduos da Mb (Tabela 10.1). Elas são em grande parte 
a-helicoidais, mas com algumas distorções dessa geometria, 
como um estreitamento da volta final das hélices A, C, E e G 
para formar segmentos de hélice de 3 10 . 

Em uma convenção de numeração das hélices, peculiar 
às globinas, os resíduos são designados de acordo com sua 
posição em uma hélice ou em um segmento entre hélices. 
Por exemplo, o resíduo B5 é o quinto resíduo a contar da 
extremidade N-terminal da hélice B e o resíduo FG3 é o ter- 
ceiro a contar da extremidade N-terminal no segmento não 
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FIGURA 10.11 Estrutura da Mb do cachalote. As 153 posi- 
ções dos Ca estão numeradas a partir da extremidade N-termi- 
nal e as suas oito hélices estão marcadas de forma sequencial 
de A a H. A última metade do ângulo EF é agora considerada 
como uma volta da hélice e é designada hélice F\ O grupo 
heme está em vermelho. Ver também Fig. 8.39. (Figura impres- 
sa com a permissão de Lrving Geis. Com base em uma estrutura 
por raios X obtida por John Kendrew, MRC Laboratory of Mo- 
lecular Biology, Cambridge, Reino Unido. PDBid 1MBN.) 
jfc Ver Exercício de cineimagem 6.1 


helicoidal que conecta as hélices F e G. Os segmentos N- e 
C-ter minais, não helicoidais, são designados NA e HC, res- 
pectivamente. Também é usada a convenção de numeração 
sequencial de todos os resíduos de amino ácidos a partir da 
extremidade N-terminal do polipeptídeo, e com frequência 
ambas as convenções são utilizadas simultaneamente. Por 
exemplo, Glu EF7(83) da Mb humana é o 83 e resíduo a partir 
da extremidade N-terminal e é o 7° resíduo do segmento não 
helicoidal que conecta as hélices E e F. 

O grupo heme está firmemente encaixado em uma cavi- 
dade hidrofóbica formada, em sua maior parte pelas hélices 
E e F, mas que também inclui contatos com as hélices B, C, 
G e H, bem como com os segmentos CD e FG. O quinto li- 
gante do Fe(II) do heme é a His F8, a histidina próxima!, Na 
oxiMb, o Fe (II) está posicionado 0,22 Á fora do plano do 
heme do lado da His proximal e está coordenado por um 0 2 
com a inclinação geométrica mostrada na Fig. 10.12. Na His 
E7, a histidina distai, o hidrogênio se liga ao 0 2 . Na deso- 
xiMb, a sexta posição de ligação do Fe(II) não está ocupada 
porque a His distai está muito longe para interagir com ela. 
Além disso, o Fe(II) está deslocado para um ponto a 0,55 Â 
fora do plano do heme. Outras mudanças estruturais na Mb 
produzidas pela alteração do estado de oxigenação consis- 
tem em movimentos pequenos de vários segmentos da ca- 
deia e ligeiros reajustes na conformação da cadeia lateral. De 
modo geral, no entanto, as estruturas da oxi e da desoxiMb 
são praticamente sobreponíveis. 

B. Estrutura cfa hemoglobina 

O tetrâmero da Hb é uma molécula esferoidal com as di- 
mensões de 64 X 55 X 50 À. Seus dois protômeros afl tem 
uma relação de simetria segundo uma rotação dupla (Fig. 
10.13; ver também Fig. 8.64). As estruturas terciárias das su- 
bunidades a e J3 são notavelmente semelhantes, tanto entre si 
como com a Mb ( Figs . 10.11 e 10.13), ainda que somente 18% 
dos resíduos sejam idênticos entre esses três polipeptídeos 
(Tabela 10.1) e que a subunidade a da Hb não possua hélice 
D. De fato, as subunidades a e (3 têm uma relação de simetria 
por pseudorrotações duplas (inexatas) de modo que as subu- 
nidades ocupam os vértices de um tetraedro (simetria pseudo- 
-D 2 ; Seção 8.5 B). 

As cadeias polipeptídicas da Hb estão organizadas de 
forma a permitir interações extensas entre subunidades dife- 
rentes. A interface a 1 -p 1 (e sua equivalente simétrica a 2 -P 2 ) 
envolve 35 resíduos, enquanto a interface a!-p 2 (e a 2 ~pj) 
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* Os resíduos foram alinhados em posições estruturalmente análogas. Os retângulos azuis marcam os resíduos idênticos em ambas as cadeias da Hb, os retân- 
gulos púrpura marcam os resíduos idênticos nas cadeias da Hb e na mb, e os retângulos púrpura escuro marcam os resíduos que são invariáveis nas cadeias 
de Hb e de Hb de todos os vertebrados (Thr C4, Phe CD1, Leu F4, His F8 e Tyr HC2). 

** O primeiro e o último resíduo das hélices A-H estão indicados, enquanto os resíduos entre as hélices constituem os “segmentos” intervenientes. A estru- 
tura refinada da Hb revela que o que é designado como o segmento EF na verdade é helicoidal em ambas as cadeias: ele circunda os resíduos EF4-F2 e é 
designado hélice F. 


Fonte: Diekerson, R.E. and Geis, I., Hemoglobin, pp. 68-69, Benjamin/Cummings (1983). 



FIGURA 1C .12 O complexo heme na oxiMb. No desenho su- 
perior, os átomos são representados como esferas com raios de 
van der Waals. O desenho inferior mostra o modelo estrutural 
correspondente com uma linha tracejada representando a liga- 
ção de hidrogênio entre a His distai e o 0 2 . (Segundo Phillips, 
S.E.V., /. Mol Biol. 142, 544 [1980]. PDBid 1MBO.) 
jfb Ver Exercício de cineimagem 6.1 


envolve 19 resíduos. Essas associações possuem um caráter 
predominantemente hidrofóbico, embora também estejam 
envolvidas numerosas ligações de hidrogênio e vários pares 
iônicos (Seção 10.2C). Em contraste, os contatos entre su- 
bunidades iguais, cq-c^ e são poucos e basicamente 

com caráter polar. Isso ocorre porque as subunidades iguais 
opõem-se uma à outra por um canal com 20 À de diâmetro, 
que é paralelo à extensão de 50 Á do eixo de simetria de or- 
dem 2 perfeita (Figs. 8.64 e 10.13). 

a. A oxiHb e a desoxiHb têm estruturas quaternárias 
diferentes 

A oxigenação causa mudanças tão extensas na estrutura 
quaternária da Hb que a oxiHb e a desoxiHb apresentam 
formas cristalinas diferentes. De fato, os cristais de deso- 
xiHb despedaçam-se quando expostos ao 0 2 . Por isso, as 
estruturas cristalinas das formas oxi e desoxi tiveram que 
ser determinadas independentemente. A mudança estrutu- 
ral quaternária preserva a simetria bilateral perfeita e ocorre 
inteiramente pela interface eq-j3 2 (e a 2 — O contato cx 1 —p 1 
(e a 2 -p 2 ) não é alterado, provavelmente como resultado 
de suas associações mais extensas e próximas. Esse conta- 
to proporciona uma conformação de referência convenien- 
te a partir da qual as conformações oxi e desoxi podem ser 
comparadas. Visto dessa forma, a oxigenação provoca a ro- 
tação de —15° do dímero oqfJj em relação ao dímero a 2 f3 2 
(Fig. 10.14), de forma que alguns átomos na interface cq-p 2 
se deslocam 6 À em relação uns aos outros (compare a Fig. 
10.13a com a 10.13/?). 

A conformação quaternária da desoxiHb é denomina- 
da estado T (T de “tenso”). A da oxiHb, que é essencial- 
mente independente do ligante utilizado para induzi-la (p. 
ex., Hbs ligadas a 0 2 , met, CO, CN~ e NO têm, todas elas, a 
mesma estrutura quaternária), é denominada estado R (R 
de “relaxado”). De forma similar, os estados conformacio- 
nais terciários da desoxi e das subunidades são designados, 
respectivamente, estados t e r. As diferenças estruturais 
entre as conformações terciárias e quaternárias estão des- 
critas na subseção seguinte, em termos do mecanismo de 
ligação do 0 2 à Hb. 
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FIGURA 10.13 Estruturas da (a) desoxiHb e da (6) oxiHb vistas dos seus eixos de simetria de ordem 2. São mostrados os átomos 
de Ca, numerados a partir de cada extremidade N-terminal, e os grupos heme. O tetrâmero de Hb contém um canal central sol- 
vatado paralelo ao seu eixo de simetria de ordem 2, cuj as cadeias |3 flanqueadoras se aproximam na oxigenação (compare os com- 
primentos das flechas de duas pontas). No estado desoxi, a His FG4(97)fl (flecha pequena ) se encaixa entre a Thr C6(41)a e a Pro 
CD2(44)a ( abaixo à direita e acima à esquerda). Os movimentos relativos dos dois protômeros a (3 na oxigenação (flechas grandes 
cinzentas ) deslocam a His FG4(97){3 para uma nova posição entre a Thr C3(38)a e a Thr C5(41)a. Ver na Fig. 8.64 um modelo de 
volume atômico da desoxiHb em vista similar. (Figura impressa com a permissão de Irving Geis, Howard Hughes Medicai Institu- 
te, EUA. Com base em estruturas por raios X obtidas por Max Perutz, MRC Laboratory of Molecular Biology, Cambridge, Reino 
Unido. PDBids [«] 2DHB e f b ] 2MHB.) +0, Ver Exercícios de cineimagem 6.2 e 6.3 


C. Mecanismo de c ooperatividade da ligação do oxigénio 


A cooper atividade positiva na ligação do 0 2 â Hb origina-se 
do efeito que o estado de ligação de um grupo heme tem sobre 
a afinidade de ligação de outro grupo. As distâncias de 25 a 37 
À entre os grupos heme em uma molécula de Hb são grandes 
demais para que essas interações possam ser eletrônicas. Em 
vez disso, elas devem ser transmitidas mecanicamente pela 
proteína. A elucidação de como isso ocorre tem motivado, 
em grande parte, a pesquisa sobre a estrutura da Hb nas últi- 
mas quatro décadas. 

A análise, por raios X, da estrutura cristalina produz 
“imagens instantâneas ” dos estados R e T da Hb em vários 


estados de ligação, mas não indica como a proteína muda es- 
ses estados. É difícil identificar a sequência de eventos que 
resultam em tais transformações porque, para isso, é ne- 
cessário o entendimento, ainda não disponível, do funcio- 
namento interno das proteínas. É como se você tivesse que 
explicar o mecanismo de um relógio mecânico complicado 
tendo como base fotografias desfocadas e apenas uma vaga 
noção de como devem funcionar as engrenagens, alavancas e 
molas. Apesar disso, com base nas estruturas por raios X da 
Hb, Perutz formulou o seguinte mecanismo da oxigenação 
da Hb, o mecanismo de Perutz. 
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FIGURA 10.13 ( Continuação ) 


(a) DesoxiHb 




03 ( 38 ) 0 ^ 
06(41)^! 
FG4(97)p 2 

CD2(44}a 1 


C3(38)a 2 
C6(41)a 2 
FG4(97)p 1 
CD2(44 )c( 2 


(b) OxiHb 



C3(38}a 2 

1 FG4(97)3 ± 
/ C6(41)a 2 

/CD2(44)a 2 


03 ( 38 ) 0 ^ 
FG4(97)3 2 
C6(41)a 1 
CD2(44)a 1 


FIGURA 10.14 As principais diferenças estruturais na conformação quaternária entre (a) desoxiHb e (b) oxiHb. Na oxigenação, 
os dímeros a! Pi ( sombreado ) e a 2 p 2 (contornado) movem-se, conforme indicado à direita, como unidades rígidas, de modo que 
há uma rotação de —15°, para fora do centro, de um protômero em relação ao outro, o que preserva a simetria bilateral exata da 
molécula. Note que a posição da His FG4p (pentágonos ) se altera em relação a Thr C3a, Thr C6a e Pro CD2a ( pontos amarelos) 
nas interfaces de a,-p 2 e a 2 -p £ . A vista é do lado direito em relação à Fig. 10.13. (Figura impressa com a permissão de Irving Geis, 
Howard Hughes Medicai Institute, EUA.) 
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FIGURA 10.15 O grupo 
heme e seu ambiente na cadeia 
a da Hb humana sem ligante. 
São mostradas somente cadeias 
laterais selecionadas, e o grupo 
heme D propionato foi omitido 
para maior clareza. A hélice F 
está ao longo do lado esquerdo 
do desenho. O contato estreito 
entre a His proximal e o grupo 
heme, que inibe a oxigenação 
do heme em estado t, está indi- 
cado por uma linha vermelha 
tracejada. (Segundo Gelin, 
B.R., Lee, A.W.N., and Kar- 
plus, M., J.Mol. Biol. 171, 542 
[1983]. PDBid 2HHB.) & Ver 
Exercício de cineimagem 6.4 



Tyr C7 (42) 


Phe CD4 
(46) 


a. 0 movimento do Fe(ll) no plano do heme desencadeia a 
mudança conformacional T — ► R 

No estado t, o Fe (II) está situado —0,6 Á para fora do plano 
do heme ao lado da His proximal por causa da preponderân- 
cia piramidal do esqueleto da porfirina e porque as ligações 
Fe-N porfiIina são longas demais para permitir que o Fe se si- 
tue no plano da porfirina (Figs. 10.15 e 10.16). A mudança 
no estado eletrônico do heme ao ligar 0 2 , contudo, causa o 
abaulamento para baixo e as ligações Fe— N firína contraem- 
-se em 0,1 À. Consequentemente, ao mudar do estado t para 
o estado r, o Fe(II) se move para o centro do plano do heme 
(Fig. 10.16), onde o 0 2 pode coordená-lo sem a interferência 
espacial da porfirina. O movimento do Fe arrasta a His proxi- 
mal j unto com ele, o que inclina a hélice F e desloca sua posi- 
ção —1 Â pelo plano do heme (Fig. 10.16). Esse deslocamento 
lateral ocorre porque, no estado t, o anel imidazol da His pro- 
ximal está orientado de forma tal que seu movimento direto 
de —0,6 Á em direção ao plano do heme causaria sua colisão 
com o heme (Figs. 10.15 e 10.16). No entanto, a inclinação da 
hélice F reorienta o anel imidazol, permitindo o movimento 
do Fe(II) na direção do plano do heme. Além disso, no estado 
t das subunidades p, mas não das subunidades a, a Vai Eli 
oclui parcialmente o sítio de ligação do 0 2 de forma que esse 
aminoácido precisa ser deslocado para que a ligação ocorra. 

b. Os contatos cq-p., e o^-pi possuem duas posições estáveis 
Conforme visto anteriormente, a diferença entre as con- 
formações R e T da Hb ocorre principalmente na interface 
cq-p., (e na interface a 2 -p, simetricamente relacionada), 
que consiste no contato da hélice C e do segmento FG de 
ctj, respectivamente, com o segmento FG e a hélice C de p 2 . 
A alteração quaternária resulta em um deslocamento re- 



FÍGURA 10.16 Movimentos do heme e da hélice F durante a 

<3 

transição T — > R da Hb. Na forma T (em azul) o Fe está a 0,6 A 
acima do centro do anel porfirínico em forma de abóbada. Ao 
assumir a forma R (em vermelho), o Fe desloca-se na direção 
do plano da porfirina então achatada, onde ele pode ligar o 0 2 
mais firmemente e, com isso, puxar a His F8 e a hélice F ligada 
a ela. A ligação Fe-O z é, assim, reforçada devido ao relaxamen- 
to da interferência estérica entre o 0 2 e o heme. 
jfb Ver Exercício de cineimagem 6.4 e Figuras animadas 
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Asp G1 (99) 
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1 V 


Thr C6 41 


His FG4® 


Tyr C7 
(42) 


oxigenação 


His FG4 
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Asn G4 (102) 

Asp G1 (94) 
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Thr 03 38 



Thr C6 41 




Pro CD2 44 


Pro CD2 44 


(a) Estado T (desoxi) 


(b) Estado R (oxi) 


FIGURA 10 J 7 A interface a,C- p 2 FG da Hb no (a) estado T e no (A) estado R. Os desenhos na parte superior mostram a hélice 
C em forma de fita (lilás) e sua porção de contato com a região FG em forma de esferas e bastões, colorida de acordo com o tipo 
de átomo (C, verde; N, azul; e O, vermelho). Os pontos delineiam as superfícies de contato de van der Waals e também estão co- 
loridos de acordo com o tipo de átomo. Os desenhos na parte inferior são os diagramas esquemáticos correspondentes do contato 
cqC-pjFG. Em uma transformação T — » R, esse contato move-se rapidamente de uma posição para a outra sem intermediário está- 
vel (note, em ambas as conformações, como as saliências formadas pelas cadeias laterais da His 97p e da Asp 99p se ajustam entre 
os sulcos na hélice C formados pelas cadeias laterais da Thr 38a, Thr 41a e Pro 44a). As subunidades estão unidas por diferentes 
ligações de hidrogênio nos dois estados quaternários. As Figs. 10.13 e 10.14 apresentam vistas estruturais adicionais dessas intera- 
ções. (Com base em estruturas por raios X feitas por Giuiio Fermi, Max Perutz e Boaz Shaanan, MRC Laboratory of Molecular 
Biology, Cambridge, Reino Unido. PDBids (a) 2HHB e (6) 1HHO.) Ver Exercício de cineímagem 6.5 


lativo de 6 À na interface a 1 C-p 2 FG (Fig. 10.14). No esta- 
do T, a His FG4(97)p está em contato com a Thr C6(41)a 
(Figs. 10.13a e 10.17a), enquanto no estado R esta His está 
em contato com a Thr C3(38)a, uma volta atrás ao longo da 
hélice C (Figs. 10.13b e 10.17b). Em ambas as conformações, 


os “nós” de uma subunidade encaixam perfeitamente com 
os “sulcos” da outra (Fig. 10.17). Contudo, uma posição in- 
termediária seria extremamente forçada porque aproxima- 
ria muito a His FG4(97)p da Thr C6(41)a (nós com nós). 
Consequentemente, esses contatos , que são unidos por gru- 
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pos de ligações de hidrogênio diferentes, mas equivalentes nos 
dois estados (Fig. 10.17), atuam como um interruptor binário 
que permite somente duas posições estáveis entre as subuni- 
dades. De maneira oposta, a alteração quaternária causa um 
desvio de somente ~1 Á no contato ajFG-p 2 C, de modo que 
suas cadeias laterais mantêm as mesmas associações durante 
toda a alteração. Por isso, essas cadeias laterais atuam como 
articulações ou dobradiças flexíveis em volta das quais as su- 
bunidades a l e giram durante a alteração quaternária. 

c. 0 estado T é estabilizado por uma rede de pontes salinas 
que devem ser rompidas para formar o estado R 

O estado R é estabilizado por interação com o ligante. Mas, 
por que o estado T é mais estável do que o estado R na au- 
sência do ligante? Nos mapas de densidade eletrônica da Hb 
no estado R, os resíduos C-terminais de cada subunidade 
(Arg 141a e His 146(3) aparecem como manchas, o que su- 
gere que esses resíduos estão livres para oscilar em solução. 
Os mapas da forma T, contudo, mostram esses resíduos an- 
corados firmemente por meio de várias pontes salinas inter 
e intra-subunidades, as quais, evidentemente, auxiliam na 
estabilização do estado T (Fig. 10.18). As mudanças estrutu- 
rais que acompanham a transição 1 -> R rompem as pontes 
salinas em um processo acionado pela energia de formação 
das ligações Fe — 0 2 . 

d. A cooperatividade na iigação do 0 2 à Hb tem origem na 
alteração conformacional T > R 

A molécula de Hb lembra uma máquina que têm um meca- 
nismo muito preciso praticamente isento de qualquer erro de 
operação. A ligação do 0 2 requer uma série de movimentos 
muito bem coordenados: 

1. O Fe(II) de qualquer subunidade não pode se mover em 
direção ao plano do seu heme sem a reorientação de sua Flis 


proximal, impedindo assim a colisão do resíduo com o anel 
porfirínico. 

2. A His proximal está tão firmemente comprimida por seus 
grupos vizinhos que não pode se reorientar, a menos que esse 
movimento seja acompanhado pelo deslocamento, descrita 
previamente, da hélice F pelo plano do heme. 

3. O deslocamento da hélice só é possível se ocorrer j unta- 
mente com a alteração quaternária que desloca o contato de 
oqC-p 2 FG uma volta ao longo da hélice a,C. 

4. A inflexibilidade das interfaces cq-pj e a 2 -p 2 requer que 
essa alteração ocorra simultaneamente nas interfaces a^p, e 

a 2~ Pr 

Como consequência, nenhuma subunidade ou díme- 
ro pode alterar muito sua conformação independentemente 
dos demais. Na verdade, as duas posições estáveis do contato 
0 LjC-$ 2 FG limitam a molécula de Hb a somente duas confor- 
mações quaternárias, ReT. 

Pode-se agora raciocinar sobre a estrutura da cooperati- 
vidade da ligação do 0 2 à Hb. Todas as subunidades de liga- 
ção ao 0 2 da desoxiHb são forçadas, pela conformação T do 
tetrâmero, a permanecer no estado t. Contudo, o estado t tem 
afinidade reduzida pelo 0 2 , muito provavelmente porque sua 
ligação Fe — 0 2 está estirada além do seu comprimento normal 
por repulsões espaciais entre o heme e o 0 2 e também pela ne- 
cessidade de deslocar a Vai EH para fora do sítio de ligação 
do 0 2 nas subunidades p. À medida que mais 0 2 se liga ao 
tetrâmero de Hb, essa tensão, que se origina da energia de 
ligação Fe — 0 2 , se acumula na subunidades ligadoras até que 
tenha força suficiente para fazer a molécula mover-se rapida- 
mente para a conformação R. Dessa forma, todas as subuni- 
dades são convertidas ao estado r quer estejam ligando 0 2 ou 
não. As subunidades no estado r que não têm 0 2 ligado têm 
afinidade por 0 2 aumentada, pois já estão na conformação de 




(a) Cadeias a 


N-terminal 


■ 

C-termínal 


(b) Cadeias |3 





FIGURA 10.18 Redes de pontes salinas e ligações de hidrogênio na desoxiHb. Essas pontes, que envolvem os dois últimos resí- 
duos da cadeia a (a) e da cadeia p (b), se rompem na transição T R. Os dois grupos que participam no efeito Bohr (por se toma- 
rem parcialmente desprotonados no estado R) estão indicados por um sinal de adição branco. (Figura impressa com a permissão de 
Irving Geis, Howard Hughes Medicai Institute, EUA.) 
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ligação. Isso é responsável pela alta afinidade pelo 0 2 da Hb 
próxima da saturação. 

e. A curva sigmolde de ligação do 0 2 à Hb é uma combinação 
das curvas hiperbólicas dos estados R e T 
A estabilidade relativa dos estados R e T, conforme indicado 
por suas energias livres, varia com a saturação parcial (Fig. 
10.19a). Na ausência do ligante, o estado T é mais estável que 
o estado R, e vice-versa, quando todos os sítios de ligação 
estão ocupados. A formação das ligações Fe — 0 2 causa um 
decréscimo na energia livre dos dois estados, TeR (tomam- 
-se mais estáveis), devido a oxigenação, embora a taxa des- 
se decréscimo seja menor para o estado T como resultado 
da tensão que os ligantes impõem às subunidades no estado 
t. Naturalmente, a transformação R ^ T é um processo em 
equilíbrio, de modo que, em níveis intermediários de satura- 
ção parcial (1, 2 ou 3 moléculas de 0 2 ligadas), as moléculas de 
Hb se interconvertem continuamente entre os estados R e T. 

A curva de ligação do 0 2 à Hb pode ser entendida como 
uma combinação das curvas nos seus estados R e T (Fig. 
10.19Ò). Nos estados puros, R ou T, essas curvas são hiper- 
bólicas porque, na ausência de uma alteração estrutural qua- 
ternária, a ligação do 0 2 a um protômero não é afetada pelo 
estado dos outros protômeros. Em baixa p0 2 , a Hb segue a 
curva do estado T de baixa afinidade e em alta p0 2 , ela segue 
a curva de alta afinidade do estado R. Em p0 2 intermediá- 
ria, a Hb exibe uma afinidade pelo 0 2 que se altera do tipo 
T para o tipo R à medida que aumenta a p0 2 . A alteração 
resulta na forma sigmoide da curva de ligação do 0 2 à Hb. 

D. Testando o mecanismo de Perutz 

O mecanismo de Perutz é uma descrição do comportamento 
dinâmico da Hb e está fundamentado em grande parte nas 


estruturas estáticas finais dos estados T e R. Como conse- 
quência, sem a demonstração direta que a Hb realmente se- 
gue a rota postulada de alteração de estados conformacio- 
nais, o mecanismo de Perutz deve ser encarado como, pelo 
menos parcialmente, hipotético. Infelizmente, os métodos 
físicos que podem seguir alterações dinâmicas em proteínas 
são, até agora, incapazes de fornecer descrições detalhadas 
dessas alterações. Não obstante, determinados aspectos do 
mecanismo de Perutz são apoiados por medidas estáticas, 
como será descrito a seguir e na Seção 10.3. 

a. As pontes salinas C-terminais são necessárias para 
manter o estado T 

A função proposta para a atuação das pontes salinas 
C-terminais na estabilização do estado T tem sido corrobo- 
rada por estudos com Hb humana modificada quimicamente. 
A remoção da Arg 141a C-terminal (por isolamento das ca- 
deias, tratamento das cadeias a com carboxipeptidase B se- 
guida de reconstituição da Hb) reduz drasticamente a coope- 
r atividade da ligação do 0 2 (a constante de Hill é reduzida de 
seu valor normal de 2,8 para 1,7). A cooper atividade é aboli- 
da pela remoção de mais um resíduo C-terminal, a His 146 13 
(constante de Hill de —1,0). Aparentemente, a forma T da 
Hb é instável na ausência das pontes salinas C-terminais. Na 
verdade, a desoxiHb humana, com os resíduos C-terminais 
removidos, cristaliza em uma forma muito semelhante à da 
oxiHb normal. 

b. A tensão da ligação Fe — 0 2 foi demonstrada 
espectroscopicamente 

Se o movimento do Fe em direção ao plano do heme, na oxige- 
nação, está acoplado mecanicamente à transformação T —> R 
via His proximal, então, forçar a oxiHb em direção à forma 
T deve provocar uma tensão sobre o Fe, pela His proximal, 




Yq 2 P0 2 

FIGURA 10.19 Energia livre e curvas de saturação da ligação do 0 2 à Hb. (a) A variação da energia livre dos estados T e R da 
Hb e suas saturações parciais, Yo 2 . Na ausência de 0 2 , o estado T é mais estável, e o estado R é mais estável quando saturado com 
0 2 . A energia livre de ambos os estados é reduzida com o aumento da oxigenação, como consequência da ligação do 0 2 . Contudo, 
a ligação Fe(II)-0 2 é mais exergônica no estado R do que no estado T, de forma que a estabilidade relativa desses dois estados 
inverte a ordem nos níveis intermediários de oxigenação. ( b ) A curva sigmoide de ligação do 0 2 à Hb (púrpura) é uma combinação 
de suas curvas de ligação hiperbólicas no estado R ( vermelha ) e no estado T (azul). Essa curva é mais parecida com a curva do esta- 
do T em valores baixos de p0 2 , e com a do estado R em altos valores de p0 2 . 
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que tende a puxar o Fe para fora do plano do heme. Perutz 
demonstrou a existência dessa tensão da seguinte forma: os 
grupos fosfato do IHP fazem com que ele se ligue à desoxiHb 
com muito maior afinidade do que BPG (a base estrutural da 
ligação de BPG à Hb é apresentada na Seção 10.2F). A pre- 
sença de IHP, por conseguinte, tende a forçar a Hb a passar 
para o estado T. Reciprocamente, o NO se liga à Hb muito 
mais firmemente do que o 0 2 e por isso tende a forçar a Hb a 
adotar o estado R. A análise espectroscópica indica as conse- 
quências da ligação simultânea de NO e IHP à Hb: 

L O NO, como esperado, puxa o Fe em direção ao plano 
do heme. 

2. O IHP força a molécula de Hb a assumir o estado T, 
o qual, acoplando a 3 a e a 4 a alteração conformacional por 
meio de “engrenagens e alavancas”, puxa a His proximal na 
direção oposta, para longe do Fe. 

A ligação entre a His proximal e o Fe não tem força para 
opor-se a essas duas forças opostas “irresistíveis”; ela sim- 
plesmente se rompe. A observação espectroscópica desse 
fenômeno confirma assim a existência da tensão heme-pro- 
teína predita pelo mecanismo de Perutz. 

c. A remoção da His proximal da hélice F elimina a maior 
parte da cooperatividade 

Chien Ho, em outro estudo experimental sobre a origem da 
cooperatividade na Hb, trocou mutagenicamente o resíduo 
de His proximal por Gly apenas nas subunidades a, apenas 
nas subunidades (3, e em ambas. O anel imidazólico da His 
proximal perdido foi substituído por um imidazol (o qual, se- 
gundo um grande número de evidências, liga o Fe do heme 
da mesma forma como o faz a His proximal). Isso, de fato, se- 
para a His da proteína, rompendo assim a ligação covalente 
que conecta o movimento (induzido por ligante) do Fe para 
o plano do heme ao movimento da hélice F que o acompa- 
nha, segundo o modelo de Perutz. Em todos os três casos, 
essa separação proximal, de acordo com o modelo de Perutz, 
aumenta de forma significativa a afinidade de ligação da Hb 
pelo ligante, reduz a cooperatividade e impede a alteração 
quaternária T — > R. No entanto, essas Hbs mutantes ainda 
apresentam um pequeno valor de cooperatividade residual, 
sugerindo que os grupos heme também se comunicam por 
rotas que não dependem de acoplamento covalente entre a 
hélice F e a His proximal, Essas rotas devem envolver movi- 
mentos de grupos da proteína em contato com o heme (ver 
Figs. 10.12 e 10.15) em resposta ao abaixamento na ascen- 
dência do heme na interação com o ligante. Essas vias podem 
também envolver movimentos dos resíduos de His distais das 
subunidades a e [3, e/ou o movimento da Vai Eli da subuni- 
dade (3. As cadeias laterais de todos esses resíduos devem se 
afastar quando o ligante interage com a Hb. 

E. A origem do efeito Bohr 

O efeito Bohr, ou a liberação do H da Hb quando esta se 
liga ao 0 2 , também é observado quando a Hb interage com 
outros ligantes. O efeito origina-se nas mudanças de pK de 
vários grupos causadas por alterações no seu ambiente local 
que acompanham a transição T—>Rda Hb. Os grupos envol- 
vidos incluem os grupos amino N-terminais das subunidades 
aea His C-terminal das subunidades (3. Esses grupos foram 
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RGURÃ 10.21 Reação do cianeto com as formas não proto- 
nadas (micleofílicas) dos grupos amino primários. Em pHs fi- 
siológicos, os grupos amino N-terminais, que têm pXs próximos 
de 8,0, reagem rapidamente com o cianeto. Os grupos e-amino 
da Lys (pX 10,8) estão, no entanto, totalmente pro tonados 
sob essas condições e, por isso, não são reativos. 


identificados por estudos químicos e estruturais e suas con- 
tribuições quantitativas para o efeito Bohr foram estimadas. 

A reação das subunidades a da Hb com o cianeto resulta 
na carbamoilação específica dos grupos amino N-terminais 
(Fig. 10.20). Quando as subunidades a carbamoiladas são 
misturadas com subunidades [3 normais, a Hb resultante per- 
de de 20 a 30% do efeito Bohr normal. A razão para esse 
fato pode ser vista comparando-se a estrutura por raios X 
da desoxiHb com a desoxiHb carbamoilada. Na desoxiHb, 
os íons Cl~ ligam-se entre o grupo amino N-terminal da Vai 
lcq e o grupo guanidino da Arg 141a! (o resíduo C-terminal; 
Fig. 10.18a). A desoxiHb carbamoilada não possui esse íon 
Cl". O íon Cl~ está ausente também na Hb no estado R nor- 
mal, pois seus resíduos C-terminais não estão mantidos no 
lugar por pontes salinas (as quais são, parcialmente, respon- 
sáveis pela ligação preferencial do Cl - à desoxiHb; Seção 
10. 1C). Os grupos amino N-terminais normalmente possuem 
pXs com valores próximos de 8,0. Nas subunidades a da de- 
soxiHb, contudo, o grupo amino N-terminal é influenciado 
eletrostaticamente, por seu Cl intimamente associado, a au- 
mentar sua carga positiva por se ligar mais firmemente a pró- 
tons, isto é, a aumentar seu pX. Já que no pH do sangue (7,4) 
os grupos amino N-terminais estão parcialmente carregados, 
essa mudança de pK faz com que liguem, significativamente, 
mais prótons no estado T do que no estado R. 

A cadeia [3 da Hb também contribui para o efeito Bohr. 
A remoção de seu resíduo C-terminal, His 146(3, reduz o efei- 
to Bohr em 40%. Na desoxiHb normal, o anel imidazólico da 
His 146(3 se associa com o carboxilato da Asp 94(3 na mesma 
subunidade (Fig. 10.186) para formar uma ponte salina que 
está ausente no estado R. As medidas de RM de prótons in- 
dicam que a formação dessa ponte salina aumenta o pX do 
grupo imidazol de 7,1 para 8,0. Esse efeito esclarece a partici- 
pação da His 146(3 no efeito Bohr. 

Ainda não foram esclarecidos 30 a 40% dos efeitos 
Bohr. São devidos, em grande parte, a pequenas contribui- 
ções dos numerosos resíduos de His expostos na superfície, 
cujo ambiente é alterado na transição T — > R (uma vez que a 
His é o único resíduo com um pX intrínseco [6,04] no limite 
fisiológico, pequenas mudanças no seu pX alteram de forma 
significativa o número de prótons que se ligam a ela). Na 
verdade, medidas de RM realizadas por Ho indicam que a 
transição T -> R induz pequenas alterações nos pXs dos vá- 
rios resíduos de His, embora seja interessante observar que 
algumas dessas alterações levam à diminuição da magnitude 
do efeito Bohr. 
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F. Base estrutural da ligação do BPG 

O BPG reduz a afinidade da Hb pelo 0 2 porque se liga pre- 
ferencialmente ao seu estado desoxi (Seção 1G.1D). A ligação 
do BPG (fisiologicamente com quatro cargas) à desoxiHb é 
enfraquecida por concentração salina alta, o que sugere que 
essa associação tem um caráter iônico. Essa explicação é cor- 
roborada pela análise da estrutura por raios X do complexo 
desoxiHb-BPG, a qual indica que o BPG se liga na cavidade 
central da desoxiHb segundo seu eixo bilateral (Fig. 10.21). Os 
grupos aniônicos do BPG estão dentro das distâncias de liga- 
ções de hidrogênio e de pontes salinas da Lys EF6(82), da His 
H2i(143), da His NA2(2) e dos grupos amino N-terminais de 
ambas as subunidades (3 (Fig 10.21). A transformação T -» R 
mantém juntas as duas hélices H(3, o que estreita a cavida- 
de central (compare a Fig. 10.13a, com a 10.136) e expulsa o 
BPG. Ela também aumenta a distância entre os grupos amino 
N-terminais p de 16 para 20 Á, o que impede sua ligação simul- 
tânea com os grupos fosfato do BPG. Consequentemente, o 
BPG estabiliza a conformação T da Hb, por fazer ligação cru- 
zada entre suas subunidades p. Isso altera o equilíbrio T ^ R 
na direção do estado T, o que reduz a afinidade da Hb pelo 0 2 . 

A estrutura do complexo BPG-desoxiHb também in- 
dica por que a HbF tem uma afinidade reduzida por BPG 
quando comparada à HbA (Seção 10.1D). A His H21(143)p 
catiônica da HbA é trocada por um resíduo de Ser sem car- 
ga na subunidade -y equivalente a p, da HbF, eliminando um 
par de interações iônicas que estabilizam o complexo BPG- 
desoxiHb (Fig. 10.21). 

O excesso de cargas positivas que revestem a cavidade 
central da Hb é também parcialmente responsável pelo efei- 
to alostérico dos íons Cl” na estabilização do estado T com 
relação ao estado R (o restante é devido à participação do 
Cl” nas redes de pontes salinas do estado T; Fig. 10.18a). A 
cavidade central é mais larga no estado T do que no estado 
R (Fig. 10.13), de forma que mais íons Cl” ocupam esse ca- 
nal no estado T do que no estado R. Os íons Cl” adicionais 
reduzem, por meio de blindagem eletrostática, as repulsões 
mútuas das cargas positivas, estabilizando, assim, o estado T. 

G . Papel do resíduo de histidina distai 

A ligação do 0 2 protege, paradoxalmente, o ferro do heme 
de auto-oxidação. A taxa de oxidação da Mb reduz à medida 
que aumenta a pressão parcial de 0 2 . Isso acontece porque 
a oxidação do ferro do heme é catalisada por prótons que 
estão reduzidos pelo ferro do heme e que, por sua vez, re- 
duzem o 0 2 do solvente a íon super óxido (0 2 7 ). O 0 2 ligado 
protege, evidentemente, o Fe do ataque dos prótons. 

A substituição mutagênica do resíduo de His distai na 
Mb por qualquer outro resíduo, reduz a afinidade da Mb 
pelo 0 2 e aumenta sua taxa de auto-oxidação. Uma Asp, 
fonte de prótons, nessa posição, aumenta a taxa de auto- 
-oxidação da Mb em 350 vezes, o maior aumento de todas 
as substituições de resíduos, enquanto Phe, Met e Arg pro- 
vocam somente acelerações de 50 vezes, o menor aumento 
observado. O anel imidazólico da His distai, que tem um p K 
de 5,5, sendo por isso neutra em pH neutro e cujo átomo N E 
não protonado está em frente à concavidade do heme (Fig. 
10.12), atua como uma armadilha de prótons, protegendo, 
dessa forma, o Fe. Assim, citando Perutz, “a Evolução é um 
químico brilhante”. 



FIGURA 10.21 Ligação de BPG à desoxiHb. A vista é ao 
longo do eixo de simetria de ordem 2 da molécula (a mesma 
vista apresentada na Fig. 10.13a). O BPG (em vermelho), com 
os seus dnco grupos aniônicos, llga-se na cavidade central da 
desoxiHb, onde é circundado por um anel de oito cadeias la- 
terais catiônicas (em azul) que se estendem a partir das duas 
subunidades (3. A cavidade central, no estado R, é muito estrei- 
ta para conter o BPG (Fig. 10.136). A organização das pontes 
salinas e das ligações de hidrogênio entre as subunidades oq e 
p 2 que estabilizam parcialmente o estado T (Fig. 10.186) está 
indicada abaixo à direita. (Figura impressa com a permissão de 
Irving Geis, Howard Hughes Medicai Institute, EUA.) 

4 fo Ver Exercício de cineimagem 6.3 


3 HEMOGLOBINAS ANORMAIS 

As Hbs mutantes proporcionaram a oportunidade única de 
estudar as relações estrutura-f unção nas proteínas, pois a Hb 
é uma proteína de fácil isolamento, de estrutura conhecida 
e possui um grande número de variantes bem caracterizado, 
que ocorre naturalmente. O exame de indivíduos com defi- 
ciências fisiológicas, juntamente com a triagem eletroforética 
rotineira de amostras de sangue humano, levou ao descobri- 
mento de mais de 1.000 Hbs variantes, > 90% das quais re- 
sultam de substituições de um único aminoácido na cadeia 
polipeptídica da globina (em http://globin.cse.psu.edu/ há um 
compêndio sobre Hbs humanas variantes). Nesta seção, será 
estudada a natureza dessas hemoglobinopatias. As talasse- 
mias, doenças da Hb, caracterizadas por síntese defeituosa 
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da globina, são o assunto da Seção 34.2G. Deve-se observar 
que todos os anos nascem —300.000 indivíduos com sérias 
doenças relacionadas com Hb, e que —5% da população 
mundial são portadores de uma Hb variante. 

A. Patologia molecular da hemoglobina 

O efeito fisiológico da substituição de um aminoácido na Hb 
pode ser compreendido, em muitos casos, em termos de sua 
localização molecular: 

1. Mudanças de resíduos superficiais 

Mudanças de resíduos localizados na superfície da molécula 
são, em geral, inócuas porque a maioria desses resíduos não 
tem um papel funcional específico (embora a Hb da anemia 
falciforme [HbS] seja uma clara exceção a essa generaliza- 
ção; Seção 10.3Ba). Por exemplo, HbE (Glu B8[26]f3 —> Lys), 
a Hb humana mutante mais comum depois da HbS (em par- 
tes do sudeste da Ásia está presente em 10% da população), 
não apresenta manifestações clínicas, tanto nos heterozigo- 
tos como nos homozigotos. Metade das mutações conhecidas 
é desse tipo e foi descoberta acidentalmente ou por meio de 
sondagens em grandes populações. 

2. Mudanças nos resíduos localizados intemamente 

Mudanças em resíduos internos com frequência desestabili- 
zam a molécula de Hb. Os produtos de degradação dessas 
Hbs, particularmente os do heme, formam precipitados gra- 
nulares (conhecidos como corpúsculos de Heinz) que ade- 
rem hidrofobicamente à membrana dos eritrócitos. Por isso, 
a permeabilidade da membrana aumenta, causando a lise 
celular prematura. Os portadores de Hbs instáveis sofrem de 
anemia hemolítica com graus variados de severidade. 

A estrutura da Hb é tão delicadamente equilibrada que 
pequenas mudanças estruturais a tornam não funcional. Isso 
pode ocorrer por meio do enfraquecimento da associação 
heme-globina ou como consequência de outras mudanças 
conformacionais. Por exemplo, o grupo heme é facilmente 
desaloj ado de sua cavidade de ligação hidrofóbica onde está 
intimamente encaixada. Isso ocorre na Hb Hammersmith 
(as Hbs variantes são frequentemente denominadas com o 
nome da localidade onde foram descobertas) , na qual a Phe 
CD 1(42) [3, um resíduo invariável que fixa o heme na sua ca- 
vidade (ver Fig. 10.12), é substituída por uma Ser. O espa- 
ço resultante permite a entrada de água na cavidade, o que 
faz o heme hidrofóbico se desligar facilmente (a Phe CD1 
e a His F8 proximal são os únicos resíduos invariáveis den- 
tre todas as Hbs conhecidas). De forma semelhante, na Hb 
Bristol, a substituição da Vai El 1(67)3 P or um Asp, o qual 
oclui parcialmente a cavidade do 0 2 , coloca um grupo polar 
em contato com o heme. Isso enfraquece a ligação do heme 
à proteína, provavelmente por facilitar o acesso de água ao 
interior hidrofóbico da subunidade. 

A Hb também pode ser desestabilizada pelo rompimen- 
to de elementos das suas estruturas secundária, terciária e/ 
ou quaternária. A instabilidade da Hb Bibba é resultado 
da substituição da Leu H19(136)a por uma Pro que rompe 
a hélice. Da mesma forma, a instabilidade da Hb Savannah 
é causada pela substituição, por uma Vai, da Gly B6 24)3 
altamente conservada, que está localizada na hélice B onde 
ela cruza a hélice E, com espaço livre insuficiente para ca- 
deias laterais maiores do que um átomo de H (Fig. 10.13). O 


contato cq-3i, que não se dissocia de forma significativa em 
condições fisiológicas, pode fazê-lo após a alteração estrutu- 
ral. Isso ocorre na Hb Philly, na qual a Tyr Cl (35) 3, que par- 
ticipa da rede de ligações de hidrogênio que auxilia na união 
da interface cq-Pp 6 substituída por uma Phe. 

3. Mudanças que estabilizam a metemoglobina 

As mudanças nos sítios de ligação do 0 2 que estabilizam o 
heme no estado de oxidação Fe(III) eliminam a ligação do 0 2 
à subunidade defectiva. T ais metHbs são denominadas HbM 
e se diz que os indivíduos portadores dessa Hb têm metemo- 
globinemia. Esses indivíduos em geral possuem a pele azula- 
da, condição conhecida como cianose, resultado da presença 
de desoxiHb no seu sangue arterial. 

Todas as metHbs conhecidas decorrem de substitui- 
ções que permitem ao átomo de Fe a ligação com um áto- 
mo de oxigênio aniônico. Na Hb Boston, a substituição da 
His E7(58)a (a His distai que protege o heme da oxidação; 
Seção 10. 2G) por uma Tyr resulta na formação de um com- 
plexo de coordenação Fe(III), com o íon fenolato da Tyr 
E7 mutante deslocando o anel imidazólico da His F8(87) 
como o ligante apical (Fig. 10.22a). Na Hb Milwaukee, o 
grupo y-carbonil do Glu que substitui a Vai El 1(67) 3 for- 
ma um par iônico com o complexo de coordenação Fe(III) 
(Fig. 10.226). Ambos os íons fenolato e glutamato nessas 
metHbs estabilizam o estado de oxidação Fe(III) de forma 
que a metHb-redutase não é capaz de convertê-lo para a 
forma Fe(II). 

Os indivíduos com HbM são extremamente cianóticos e 
seu sangue possui uma cor marrom-chocolate, mesmo quan- 
do suas subunidades normais estão oxigenadas. No norte do 
Japão, essa condição é denominada “boca negra” e é conhe- 
cida há séculos. É causada pela presença da Hb Iwate (His 
F8[87]a -» Tyr). As metHbs têm constante de Hill de —1,2. 
Isso indica uma cooper atividade reduzida em comparação 
com a HbA, apesar de que a HbM, que pode ligar somente 
duas moléculas de oxigênio, possa ter uma constante de Hill 
máxima de 2 (as cadeias a e 3 não mutadas permanecem fun- 
cionais). Surpreendentemente, os heterozigotos com HbM, 
os quais têm uma média de uma subunidade a ou 3 não fun- 
cional para cada molécula de Hb, não possuem deficiências 
físicas aparentes. Evidentemente, a quantidade de 0 2 libe- 
rado nos seus capilares está dentro dos limites normais. Os 
homozigotos para HbM, contudo, são desconhecidos. Esta 
condição é, sem dúvida, letal. 

4. Alterações no contato oq-P 2 

As alterações no contato oq-32 com frequência interferem 
com as mudanças estruturais quaternárias que ocorrem na 
Hb. A maioria dessas Hbs possui uma afinidade aumenta- 
da pelo 0 2 de forma que liberam nos tecidos uma quanti- 
dade de 0 2 menor do que a normal. Os indivíduos com tais 
defeitos o compensam pela elevação do seu hematócrito. 
Essa condição, denominada policitemia, frequentemente 
dá a eles uma tez avermelhada. Já algumas substituições de 
aminoácidos na interface oq-pj resultam em uma redução na 
afinidade pelo 0 2 . Os indivíduos portadores de tais Hbs são 
cianóticos. 

Substituições de aminoácidos no contato cq-32 podem 
alterar as estabilidades relativas das formas R e T da Hb, 
alterando dessa forma sua afinidade pelo 0 2 . Por exemplo, 
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Subunidade a Subunidade p 


FIGURA 10.22 Mutações que estabilizam o estado de oxidação Fe(lll) do heme. (a) As alterações na cavidade do heme da subu- 
nidade a na mudança da desoxiHbA para Ilb Boston (His E7[58]a — > Tyr). O íon fenolato da Tyr mutante toma-se o quinto ligan- 
te do átomo de Fe, deslocando, dessa forma, a His proximal (F8[87] a). (De acordo com Pulsinelli, P.D., Perutz, M.F., and Nagel, 
R.L., Proc. Natl. Acad. Sei. 70, 3872 [1973].) (b) A estmtura da cavidade do heme da subunidade [3 da Hb Milwaukee (Vai Ell[67] 
p —r Glu). Nesse caso, o resíduo carboxil do Glu mutante forma um par iônico com o átomo de Fe do heme e estabiliza seu estado 
Fe(III). (Segundo Perutz, M.F., Pulsinelli, P.D, e Ranney, H.M., Nature New Biol 237, 260 [1972].) 


a substituição da Asp Gl(99)p por His na Hb Yakima eli- 
mina a ligação de hidrogênio no contato cq-pj que estabi- 
liza a forma T da Hb (Fig. 10. 17a) . O anel imidazol intruso 
também atua como uma cunha que separa as subunidades 
e as desloca na direção do estado R. Essa alteração muda 
o equilíbrio T R quase inteiramente para o estado R, o 
que resulta no aumento da afinidade da Hb Yakima pelo 
0 2 (/? 50 = 12 torr sob condições fisiológicas versus 26 torr 
para a HbA) e na perda total da cooperatividade (cons- 
tante de Hill = 1,0). Em contraste, a substituição da Asn 
G4(102)p por Thr, na Hb Kansas, elimina a ligação de hi- 
drogênio no contato a : -p 2 que estabiliza o estado R (Fig. 
10.176), de forma que essa variante permanece no estado 
T ao ligar 0 2 . A Hb Kansas tem, por isso, uma baixa afini- 
dade pelo 0 2 (p 50 — 70 torr) e uma baixa cooperatividade 
(constante de Hill = 1,3). 

B. Base molecular da anemia falciforme 

A mais nociva das variantes de Hb ocorre em somente pou- 
cos indivíduos, em muitos dos quais a mutação aparentemen- 
te foi originada. Contudo, cerca de 10% dos negros norte- 
-americanos e 25% dos negros africanos são heterozigotos 
para a hemoglobina da célula falciforme (HbS). Como visto 
(Seção 7.3Aa), a HbS surge da substituição do resíduo hidro- 
fílico de superfície Glu A3(6)p pelo resíduo hidrofóbico Vai 
(Fig. 10.13). A prevalência da HbS é resultado da proteção 
contra a malária que ela confere aos heterozigotos. Contudo, 
os homozigotos para a HbS, que são cerca de 50.000 nos 
Estados Unidos, são gravemente afetados por anemia hemo- 
lítica j untamente com bloqueios do fluxo sanguíneo doloro- 
sos, debilitantes e muitas vezes fatais, causados pelas formas 


irregulares e rígidas dos eritrócitos que são características da 
doença (Fig. 7.196). 

a. As fibras da HbS são estabilizadas por contatos 

intermolectflares envolvendo a Vai [16 e outros resíduos 

A forma de foice dos eritrócitos que contêm a HbS resulta da 
agregação (polimerização ) da desoxiHb em fibras rígidas que 
se estendem por todo o comprimento da célula (Fig. 10.23). 
A microscopia eletrônica indica que essas fibras são bastões 



FIGURA 10.23 Micrografia eletrônica de uma fibra de 
desoxiHb expulsa de um eritrócito rompido. (Cortesia de 
Robert Josephs, University of Chicago, EUA.) 
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FIGURA 10.24 Fibras de desoxiHbS com 220 À de diâmetro, (a) Micrografia eletrônica de uma fibra corada negativamente. O 
desenho interpretativo de um fragmento da fibra indica a relação entre as cadeias internas e externas; cada esfera representa uma 
molécula de HbS. A fibra tem repetições a uma distância de 64 Á e uma torção moderada que se repete a cada 350 A ao longo do 
seu eixo. (Cortesia de Stuart Edelstein, Universidade de Genebra, Suiça.) ( b ) Modelo da fibra de HbS, em secção transversal, com 
base na estrutura cristalina da proteína e nas reconstruções tridimensionais das micrografias eletrônicas das fibras. Os resíduos nas 
14 moléculas estão representados como esferas centradas nas posições dos C u . Os resíduos que fazem os contatos entre a interca- 
deia dupla, a intracadeia dupla lateral e a intracadeia dupla axial estão coloridos em vermelho, verde e azul, respectivamente, e os 
resíduos que fazem contatos intermoíeculares < 8 A e < 5 A estão em tons mais claros e mais escuros, respectivamente. Os resí- 
duos das cadeias a e (3 fora das regiões de contato estão representados em branco. (Cortesia de Stanley Watowich, Leon Gross e 
Robert Josephs, University of Chicago, EUA.) 


elípticos com cerca de 220 Â de diâmetro consistindo em 14 
filamentos de moléculas de desoxiHbS compactadas em for- 
ma hexagonal e torcidos em forma de hélice e que se asso- 
ciam em pares paralelos (Figs. 10.24 e 10.25a). 

O relacionamento estrutural entre as moléculas de 
HbS nos pares de filamentos paralelos foi estabelecido 
pela análise da estrutura por raios X de cristais de deso- 
xiHbS. Quando essa estrutura cristalina foi determinada 
pela primeira vez, não ficou claro se os contatos intermo- 
leculares no cristal se assemelhariam aos existentes na fi- 
bra. Contudo, a observação subsequente de que as fibras 
da HbS se convertem lentamente nesses cristais com pe- 
quena alteração no seu padrão total de difração de raios 
X indica que as fibras assemelham-se estruturalmente aos 
cristais. A estrutura cristalina da desoxiHbS consiste em 
filamentos duplos de moléculas de desoxiHbS cujos vários 
contatos intermoíeculares diferentes estão representados 
na Fig. 10.256. Somente uma das duas Vai 6(3 por molé- 
cula de Hb faz contato com uma molécula vizinha. Nesse 
contato, a cadeia lateral da Vai mutante ocupa uma cavi- 
dade com superfície hidrofóbica na subunidade [3 de uma 


molécula adjacente cuja Vai 6(3 não faz contato intermole- 
cular (Fig. 10.25c). Essa cavidade está ausente na oxiHb. 
Outros contatos envolvem resíduos que também ocorrem 
na HbA, incluindo Asp 73(3 e Glu 23a (Fig. 10.256). A ob- 
servação que a desoxiHbA não se agrega em fibras, mes- 
mo em concentrações muito altas, contudo, indica que o 
contato envolvendo a Vai 6(3 é essencial para a formação 
das fibras. Essa conclusão é corroborada pela observação 
que uma Hb humana geneticamente modificada, na qual o 
Glu 6(3 é substituído por uma Ile (que difere da Vai por ter 
um grupo CH 2 adicional, sendo, por isso, ainda mais hidro- 
fóbica), tem a metade da solubilidade da HbS em solução 
de fosfato 1,8 M. 

A importância de outros contatos intermoíeculares 
para a integridade estrutural das fibras da HbS foi de- 
monstrada pelo estudo dos efeitos de outras Hbs mutantes 
sobre a gelação (polimerização) da HbS. Por exemplo, a 
Hb Harlem, duplamente mutada, (Glu 6|3 — > Vai + Asp 
73|3 — » Asm, para gelificar, requer uma concentração 
mais alta para polimerizar do que a HbS (Glu 63 — > Vai). 
De modo similar, misturas de HbS e de Hb Korle-Bu 
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FIGURA 10.25 Estrutura da fibra da desoxiHbS. (a) A organização das moléculas de desoxiHbS na fibra. Os pontos amarelos 
representam as cadeias laterais das Glu6(3 2 (Figura impressa com a permissão de Irving Geis, Howard Hughes Medicai Institute, 
EUA.) ( 6 ) Diagrama esquemático indicando os contatos intermoleculares na estrutura cristalina da desoxiHbS. Os resíduos em 
letras brancas estão envolvidos na formação desses contatos. Note que somente a associação intermolecular na qual participa o re- 
síduo mutante Vai 6(3 envolve a subunidade (3 2 ; a Vai 6 da subunidade (3, está livre. (Segundo Wishner, B.C., Ward, K.B., Lattman, 
E.E., e Love, W.E., J. Mol. Biol 98, 192 [1975].) (c) A Vai 6(3 2 mutante se encaixa perfeitamente na cavidade hidrofóbica formada 
principalmente pela Phe 85 e pela Leu 88 de uma subunidade (3, adjacente. Essa cavidade, que está localizada entre as hélices E e 
F na periferia da cavidade do heme, está ausente na oxiHb e é hidrofóbica demais para conter a cadeia lateral do Glu 6|3 que ocor- 
re normalmente. (Figura impressa com a permissão de Irving Geis, Howard Hughes Medicai Institute, EUA.) 


(Asp 73(3 — » Asn) polimerizam menos facilmente do que 
misturas equivalentes de HbS e HbA. Essas observações 
sugerem que a Asp 73 [3 ocupa um sítio de contato inter- 
molecular importante nas fibras de HbS (Fig. 10.256). Da 
mesma forma, a observação de que os tetrâmeros, consis- 
tindo em subunidades a de Hb Memphis (Glu 23a — > Gin) 
e subunidades p de HbS, polimerizam menos facilmente 
do que HbS, indicando que Glu 23a também participa da 
polimerização das fibras de HbS (Fig. 10.256). Os outros 
resíduos escritos em branco na Fig. 10.256 também foram 
implicados em interações falciformes. 


b. A Iniciação da gelificação da HbS é um processo complexo 
A gelificação da HbS, tanto em solução como dentro do glóbu- 
lo vermelho, segue uma cinética incomum. A solução de HbS 
pode ser submetida a condições sob as quais ela polimerizará 
pela redução da p0 2 , pelo aumento da concentração de HbS 
e/ou pelo aumento da temperatura. Ao alcançar as condições 
de gelificação, existe um atraso reprodutível, que varia de mi- 
lissegundos até dias, de acordo com as condições: durante esse 
tempo, não são detectadas fibras de HbS. Somente após esse 
retardo de tempo as fibras começam a aparecer, e a gelificação 
se completa na metade do tempo de retardo (Fig. 10.26a). 
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HGURA 10.28 Cinética da gelificação da desoxiHbS. (a) A extensão da gelificação é acompanhada calorimetricamente ( ama- 
relo ) e opticamente (púrpura ). A gelificação de uma solução de desoxiHbS a 0,233 g ■ mL" 1 teve início pelo aumento rápido da 
temperatura de 0°C, em que a desoxiHbS é solúvel, para 20°C; í c éo tempo de retardo. (6) Um gráfico log-log mostrando a depen- 
dência da concentração de l/í d para a gelificação da desoxiHbS a 30°C. A inclinação dessa reta é de —30. (Segundo Hofrichter, J., 
Ross, P.D., e Eaton, W.A., Proc. Natl. Acad. Sei. 71, 4865-4867 [1974].) 


William Eaton e James Hofrichter descobriram que o 
tempo de retardo, t d , é dependente da concentração e é des- 
crito por 



onde c t é a concentração total da desoxiHbS antes da gelifica- 
ção, c s é a solubilidade da desoxiHbS medida após a gelifica- 
ção ter-se completado, ken são constantes. A análise gráfica 
dos dados indica que k ~ IO -7 s” 1 e que n está entre 30 e 50 
(Fig. 10.266). É um resultado surpreendente. Nenhum outro 
processo em solução sequer se aproxima de uma dependência 
da concentração na 3(f potência. 

A Equação [10.13] representa um processo em dois es- 
tágios: 

1. Inicialmente, as moléculas da HbS se agregam sequen- 
cialmente para formar um núcleo consistindo em m molécu- 
las de HbS (Fig. 10.27 a): 

HbS (HbS) 2 (HbS) 3 

: ^= è (HbS) m > Crescimento 

Os agregados pré -nucleares são instáveis e se decompõem 
facilmente, mas assim que o núcleo é formado, ele assume 
uma estrutura estável que se alonga rapidamente formando 
uma fibra de HbS. 

2. Logo que a fibra se forma, ela pode nuclear o crescimen- 
to de outras fibras (Fig. 10.276). Essas fibras recém-formadas, 
por sua vez, nucleiam o crescimento de outras fibras, etc., de 
forma que esse último processo é autocaíalítico. 

O processo de nucleação homogênea inicial (ocorrendo em 
solução) é o responsável pela dependência extremamente 
alta da concentração na Equação [10.13], enquanto o proces- 
so de nucleação heterogênea secundária (ocorrendo sobre 
uma superfície - nesse caso, a superfície da fibra) é responsá- 
vel pelo início rápido da gelificação (Fig. 10.26a). 


A hipótese cinética precedente sugere por que a anemia 
falciforme é caracterizada por “crises” episódicas causadas por 
obstruções do fluxo sanguíneo. As fibras de HbS se dissolvem 
instantaneamente após a oxigenação, de forma que não estão 
presentes no sangue arterial. Os eritrócitos demoram de 0,5 a 
2 s para passar pelos capilares, onde a desoxigenação toma a 
HbS insolúvel. Se o tempo de retardo, t d , para o processo de 
falciformização for maior do que esse tempo de trânsito, não 
ocorre bloqueio do fluxo de sangue (embora a falciformiza- 
ção que ocorre nas veias danifique a membrana do eritrócito). 
Contudo, a Equação [10.13] indica que pequenos aumentos na 
concentração de HbS, c„ e/ou pequenas reduções na solubili- 
dade da HbS, c s , causados por condições conhecidas por de- 
sencadearem uma crise de anemia perniciosa, como desidrata- 
ção, privação de 0 2 , e febre, resultam em redução significante 
de t d . Quando o bloqueio ocorre, a consequente perda de 0 2 e 
a redução do fluxo de sangue na área completam a condição. 

A hipótese cinética da falciformização tem profundas 
implicações clínicas no tratamento da anemia falciforme. Os 
heterozigotos para HbS, cujo sangue em geral contém cerca 
de 60% de HbA e 40% de HbS, raramente mostram qualquer 
sintoma falciforme. O t d para a gelificação de sua Hb é 10* ve- 
zes maior do que o dos homozigotos. Consequentemente, um 
tratamento de anemia falciforme que aumente o t d nesse va- 
lor, que corresponde à redução da relação c t /c. de um fator de 
—1,6, aliviaria os sintomas da doença. Isso sugeriu três estra- 
tégias terapêuticas diferentes (além da terapia gênica; Seção 
5.5Hb) para aumentar o t d , e assim inibir a gelificação da HbS: 

1. O rompimento das interações intermoleculares aumen- 
tando, assim, a c s . Os compostos que foram desenhados com 
o auxílio da estrutura por raios X da HbS são particularmen- 
te interessantes para se ligar, de forma estereoespecífica, às 
regiões de contatos intermoleculares. No entanto, seria ne- 
cessária uma grande quantidade de qualquer um desses com- 
postos para se ligar a cerca de 400 g de Hb no corpo humano. 
Consequentemente, nenhum dos fármacos antianemia falcifor- 
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(b) Nucleação heterogênea 
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FIGURA : 0.27 Mecanismo de nucleação dupla da gelificação da desoxíHbS. (a ) A agregação inicial das moléculas de HbS (es- 
feras) ocorre de forma muito lenta, pois esse processo é termodinamicamente desfavorável, e, por isso, os intermediários tendem 
a se decompor em vez de crescer. No entanto, quando o agregado atinge um determinado tamanho, o chamado núcleo crítico, seu 
crescimento toma-se termodinamicamente favorável, levando à formação rápida da fibra, (b) Cada fibra, por sua vez, pode iniciar 
o crescimento de outras fibras, levando ao aparecimento explosivo do polímero. (Segundo Ferrone, F. A.,Hofrichter, J., e Eaton, 
W.A., J. Moí Biol 183, 614 (1985).) 


me testadas até o momento apresentou relação de eficácia ver- 
sus toxicidade suficientemente alta para merecer uso clínico. 

2. O uso de agentes que aumentam a afinidade da Hb pelo 
0 2 , reduzindo assim c r Por exemplo, a administração de cia- 
neto carbamoiliza os grupos amino N-terminais da Hb (Fig. 
10.20). Esse tratamento elimina algumas das pontes salinas 
que estabilizam o estado T (Seção 10. 2E) e dessa forma au- 
menta a afinidade da Hb pelo 0 2 . Embora o cianeto seja um 
agente antianemia falciforme eficiente in vitro, seu uso clíni- 
co foi descontinuado devido aos efeitos adversos tóxicos, à 
formação de catarata e ao dano ao sistema nervoso perifé- 
rico, resultantes provavelmente da carbamoilação de outras 
proteínas. 

3. A redução da concentração da HbS ( c t ) nos eritrócitos. 
Agentes que alteram a permeabilidade da membrana dos 
eritrócitos de modo a permitir o influxo de água se mostra- 
ram promissores. 

O primeiro tratamento efetivo e, até agora, o único para 
a anemia falciforme é uma variação da última estratégia pela 
administração de hidroxiureia. 

o 

h 2 n-c-nh oh 

Hidroxiureia 


Indivíduos adultos com anemia falciforme têm dois tipos de 
glóbulos vermelhos: células S, que contêm somente HbS, e 
células F, que contêm cerca de 20% de HbF e o restante de 
HbS. Na maioria dos adultos, a fração de células F é em tomo 
de 30%. Contudo, nos tratados com hidroxiureia essa fração 
aumenta para —50%. Embora o mecanismo pelo qual a hi- 
droxiureia estimula a produção de células F é desconhecido, o 
mecanismo no qual células F previne a anemia falciforme pa- 
rece claro. As células F contêm três tipos de Hb: HbS (a 2 -p\), 
HbF (a 2 - 7 2 ) e seu híbrido (a 2 -|3 s *y), onde as subunidades (3 S 
são as variantes falciformes das subunidades |3 normais. Uma 
vez que nem a HbF nem o híbrido (o^-p^) podem formar fi- 
bras, elas diluem a HbS dentro da célula. Isso, por sua vez, au- 
menta, por um fator de 1.000, o tempo necessário para que as 
células F passem para a forma falciforme, de modo que essas 
células não passem ao estado falciforme de forma significati- 
va no tempo ( 10 a 20 s) que demoram para passar dos tecidos 
para os pulmões, onde são oxigenadas. Assim, quanto maior 
a proporção de células F no sangue, menor a proporção de 
células S que podem passar para a forma falciforme. 

4 REGULAÇÃO ALOSTÉRICA 

Uma das características importantes da vida é o alto grau 
de controle exercido em quase todos os seus processos. Por 
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meio de uma grande variedade de mecanismos regulatórios, 
cuja exploração constitui uma grande parte deste livro, um 
organismo é capaz de responder a mudanças que ocorram em 
seu meio ambiente, de manter comunicação intra e interce- 
lular e de executar um programa ordenado de crescimento e 
desenvolvimento. A regulação é exercida em todos os níveis 
de organização nos sistemas vivos, desde o controle das ve- 
locidades das reações no nível molecular, continuando pelo 
controle da expressão da informação genética, até o controle 
do comportamento no nível do organismo. Portanto, não é 
surpreendente que muitas, ou talvez a maioria das doenças 
sejam causadas por aberrações nos processos de controle 
biológico. 

O exame da estrutura e função da Hb continua com uma 
discussão teórica sobre a regulação da interação de ligantes 
com proteínas por meio de interações alostéricas (do grego: 
allos, outro + stereos, sólido ou espaço) . Essas interações co- 
operativas ocorrem quando a interação de um ligante com 
um sítio específico sofre a influência da interação de um ou- 
tro ligante, conhecido como um efetor ou modulador, com 
um sítio diferente (alostérico) na proteína. Se os ligantes fo- 
rem iguais, isso é conhecido como efeito homotrópico, caso 
contrário é descrito como um efeito heterotrópico. Esses 
efeitos são chamados de positivos ou negativos dependendo 
se o efetor aumenta ou diminui a afinidade da proteína pelo 
ligante. 

A Hb, conforme visto, exibe ambos os efeitos, homotró- 
pico e heterotrópico. A ligação do 0 2 à Hb resulta em um 
efeito homotrópico positivo, já que aumenta a afinidade da 
Hb pelo 0 2 . Em contraste, BPG, C0 2 , H e Cl são efetores 
hetero trópicos negativos da ligação do 0 2 à Hb porque re- 
duzem sua afinidade pelo 0 2 (negativo) e são quimicamente 
diferentes do 0 2 (heterotrópico). A afinidade da Hb pelo 0 2 , 
conforme visto, depende de sua estrutura quaternária. Os 
efeitos alostéricos em geral resultam de interações entre subu- 
nidades de proteínas oligoméricas. 

Mesmo que a Hb não catalise nenhuma reação química, 
ela interage com ligantes da mesma maneira que as enzimas. 
Uma vez que uma enzima só catalisa uma reação após se ligar 
ao seu substrato(s) - a(s molécula(s ) que sofre(m) a reação -, 
sua taxa catalítica varia com sua afinidade de ligação ao subs- 
trato. Como consequência, a ligação cooperativa do 0 2 à Hb 
é considerada um modelo para a regulação alostérica da ati- 
vidade enzimática. Nesta seção, na verdade, estudaremos vá- 
rios modelos de regulação alostérica que foram formulados, 
na sua maior parte, para explicar as propriedades de Ügação 
do O, da Hb. A seguir, esses modelos serão comparados com 
a realidade do comportamento da Hb. 


F : . - S 

ES 

ki 

= 4 K x 

ES 4- S 

ES, 

k 2 

= \k 2 

ES? + S 

ES; 

k 3 

=ík 3 

ES 3 + S ^ 

fs 4 

*4 

II 

Z* 


onde os K; são as constantes de dissociação aparentes ou ma- 
croscópicas para a interação do ligante i Ilésímo à proteína, 



[es^hs] 

[ES,] 


[10.14] 


e os k são as constantes de dissociação intrínsecas ou mi- 
croscópicas, isto é, as constantes de dissociação individuais 
para os sítios de interação com o ligante. As constantes de 
dissociação intrínsecas são iguais às constantes de dissocia- 
ção aparentes multiplicadas pelos fatores estatísticos, 4, §, | 
e 5 que representam o número de sítios de interação com o 
ligante na molécula da proteína. O fator estatístico 4 é deri- 
vado do fato de uma proteína tetramérica E possuir quatro 
sítios que podem interagir com o ligante e formar ES (i.e., a 
concentração dos sítios de interação com o ligante é 4[E]), 
mas há somente um sítio do qual ES pode se dissociar do li- 
gante para formar E (1 [E] é a concentração do ligante unido 
à proteína). O fator estatístico § é o resultado de existirem 
três sítios remanescentes na ES que podem interagir com o 
ligante para formar ES 2 e dois sítios de onde ES 2 pode se dis- 
sociar do ligante e formar ES, etc. Em geral, para uma pro- 
teína com n sítios de ligação equivalentes: 



(n - í + 1 )[ES,_,1 [S] 
í[ ES,] 



[10.15] 


uma vez que (n — i = + 1)[ES Í _ 1 ] é a concentração dos sítios 
livres em ES ; _j e i[ ESJ é a concentração do ligante em ES.. 
Portanto, resolvendo sequencialmente para a concentração 
de cada espécie proteína-ligante em uma proteína tetramé- 
rica, obtém-se: 


[ES] =[E][S]/Jf = 4[E| [S]//c, 

[ES 2 ] = [ES] [S]/AT 2 = § [ES] [S]/* 2 = 6[E] [S] 2 /*i*2 
[ ES , ] = [ES 2 ][S]/K 3 =|[ES 2 1[S1Aj = 4[E[[S1’/W3 

[ES„] = [ES,] [SJ/K, = i [ES,] [S]/*4 = [E] [S ] 4 /*,M* 

A saturação parcial da interação com o ligante, ou sej a, 
a fração dos sítios ocupados dividida pela concentração total 
dos sítios, é expressa por 

Y [ES] + 2[ES 2 ] + 3 [ ES 3 ] + 4 [ ES, 1 

s 4([E] + [ES] + [ES 2 ] + [ES 3 ] + [ES 4 ] ) L ' J 


A. A equação de Adair 

A dedução da equação de Hill (Seção 10. 1B) é fundamen- 
tada na suposição da Ügação tudo-ou-nada do 0 2 . Contudo, 
a observação das moléculas de Hb parcialmente oxigenadas 
levou Gilbert Adair a propor, em 1924, que a interação de 
ligantes com proteínas ocorria em sequência com constantes 
de dissociação que não eram necessariamente iguais. A ex- 
pressão para a função de saturação nesse modelo é deduzida 
de forma direta. 

Para uma proteína como a Hb com quatro sítios para o 
ügante, a sequência de reação é 


De forma que, substituindo na relação anterior e cance- 
lando os termos, obtém-se 


111 3 [S] 


+ 


3[S] 


3 


+ 


[S] 4 


n = 


k l k 2 k]k 2 k 2 k x k 2 k- i k í ( 


, 4[Sj 6[S] 


[S] 


4 


4 [ S ] 3 

+ -j- - 

k\ki k x k 2 k 2 k t k 2 k 3 k 4 


[10.17] 


Esta é a equação de Adair para quatro sítios de ligação. As 
equações que descrevem interação de ligantes a proteínas 
com números diferentes de sítios de ligação são derivadas de 
forma semelhante. 
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TABELA 10.2 Constantes de Adair para a hemoglobina A em 

pli 7,40 


Solução 

(torr) 

k 2 (torr) 

k 3 (torr) 

k 4 (torr) 

Nua 

8,8 

6,1 

0,85 

0,25 

NaCl 0,1 M 

41 

13 

12 

0,14 

BPG2m M 

74 

112 

23 

0,24 


NaCl 0,1 M + BPG 2 mM 97 43 119 0,09 

Fonte: Tyuma, I., lmaí, K., and Shimizu, K., Biochemistry 12, 1493-1495 
(1973). 


Se as constantes de dissociação microscópicas da equa- 
ção de Adair não forem iguais, a curva de saturação parcial 
descreverá interação cooperativa com o ligante. A redução 
ou o aumento dos valores dessas constantes resulta, res- 
pectivamente, em cooperatividade positiva ou negativa. 
Naturalmente, os valores das constantes de dissociação mi- 
croscópicas também podem ser alternados, por exemplo, 
k I <k 2 > kj < k 4 . 

Na discussão a respeito da curva de dissociação do 0 2 
da Hb (Seção 10.1B), foi visto como os valores de k í e k 4 po- 
dem ser obtidos por extrapolação das assintotas mais baixas 
e mais altas da curva de Hill para o eixo do log p0 2 . As cons- 
tantes de dissociação microscópicas remanescentes podem 
ser avaliadas ajustando a Equação [10.17] à curva de Hill. Os 
valores das constantes de Adair para a Hb estão na T abela 
10.2. Note que k 4 é relativamente insensível à presença de 
BPG. Assim, a Hb liga e libera seu último 0 2 praticamente 
de forma independente da concentração de BPG. 

Embora a equação de Adair seja a relação mais geral 
para descrever a interação de um ligante a uma proteína e 
é amplamente utilizada para isso, ela não fornece nenhum 
critério físico de por que as várias constantes de dissociação 
microscópicas diferem umas das outras. Obviamente, se a 
proteína consiste em subunidades idênticas simetricamente 
relacionadas, como muitas o são, é desejável entender como 
a interação do ligante com um sítio influencia a afinidade 
do ligante em um sítio praticamente idêntico. Essa neces- 
sidade levou ao desenvolvimento de modelos de interação 
com o ligante que ponderam de que forma os sítios de liga- 
ção de proteínas oügoméricas podem apresentar afinidades 
diferentes. Dois desses modelos estão descritos nas seções 
seguintes. 


B. O modelo de simetria 

Talvez o modelo mais elegante para descrever a interação 
cooperativa de um ligante a uma proteína seja o modelo 
de simetria do alosterismo, que foi formulado em 1965 por 
Jacques Monod, Jeffries Wyman e Jean-Pierre Changeux. 
Esse modelo, denominado alternativamente de modelo 
MWC, é definido pelas seguintes regras: 

1. Uma proteína alostérica é um oligômero de protômeros 
relacionados simetricamente (no caso da Hb, deve-se assu- 
mir, para o bem da clareza algébrica, que as quatro subuni- 
dades são funcionalmente idênticas). 

2. Cada protômero pode existir em (pelo menos) dois esta- 
dos conformacionais, designados T e R. Esses estados estão 
em equilíbrio, tendo ou não um ligante ligado ao oligômero. 


3. O ligante pode interagir com um protômero em uma ou 
outra conformação. Somente a mudança conformacional al- 
tera a afinidade do protômero pelo ligante. 

4. A simetria molecular da proteína é conservada durante 
a mudança conformacional. Por isso, os protômeros devem 
alterar a conformação de uma maneira combinada, o que im- 
plica que a conformação de cada protômero sej a forçada por 
sua associação com os outros protômeros. Em outras pala- 
vras, não existem oligômeros que contenham os protômeros 
nos estados T e R simultaneamente. 

Para um ligante S e uma proteína consistindo em n pro- 
tômeros, essas regras implicam nos seguintes equilíbrios para 
a conversão conformacional e as reações de interação com o 
ligante (para resumir, T. = TS ■ e R ; = RS,) . 

To ^ Ro 

Tq + S ^ Tí Ro + S v ^ R] 

T, + S T 2 R, + S t=* R 2 [10.18] 

v v 

■ » 

I- ri 

T„_, + S ^ T„ R„_, + S ^ R„ 

Isso está ilustrado para um tetrâmero na Fig. 10.28. 


Subunidades 
do estado T 


Subunidades 
do estado R 



FIGURA 10.28 As espécies e as reações permitidas sob o mo- 
delo de simetria do alosterismo. Os quadrados e círculos repre- 
sentam os promotores dos estados T e R, respectivamente. 
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A constante de equilíbrio L para a interconversão con- 
formacional da proteína oligomérica na ausência do ligante 
é expressa por 



[10.19] 


A constante de dissociação microscópica para ao estado R, 
k R , que, de acordo com a Regra 3, é independente do número 
de ligantes interagindo com o estado R, é expressa, em con- 
formidade com a Equação [10.15], por: 




- /+ l \ [R/_i] [S] 

i ) M 


(i = 1,2,3,... ,n) [10.20] 


A constante de dissociação microscópica para a interação do 
ligante ao estado T, k T , é expressa de modo similar. A satura- 
ção parcial, Y s , para a interação do ligante é 

% = 

([R,] +2[R 2 ] + - + n[R„]) + ([T,] +2[T 2 ] +-" + ft[T„]) 

«{([Ro] + [Ri] +••■ + [Rn]) + ([To] + [Ti] + [T„])} 

[ 10 . 21 ] 

Devemos fazer duas definições: 

« = [S]Ar c = k k /k T 


a deve ser considerada uma concentração normalizada do li- 
gante. c é a razão da constante de dissociação da ligação do 
ligante; c aumenta com a afinidade do estado T pelo ligante 
em relação à do estado R. Então, combinando as relações 
antecedentes, como está mostrado na Seção A do apêndice 
deste capítulo, obtém-se a equação que descreve o modelo 
de simetria do alosterismo para interações homotrópicas: 

s a( 1 + a)" - 1 + Lc'ot{l + ca)" -1 
S ~~ (1 + a)” + L( 1 + ca Y 

Note que essa equação depende de três parâmetros, a, c e 
L, que são, respectivamente, a concentração normalizada do 
ligante, as afinidades dos estados T e R pelo ligante e as es- 
tabilidades relativas dos estados T e R. A equação de Hill 



(Seção 10.1B) tem apenas dois parâmetros, Ktn, enquanto 
o número de parâmetros na equação de Adair é igual ao nú- 
mero de sítios, na proteína, de interação com o ligante. 

a. Interações homotrópicas 

Vamos examinar a natureza do modelo de simetria traçan- 
do gráficos com base na Equação [10.22] para um tetrâmero 
(n = 4) como uma função a para diferentes valores dos parâ- 
metros Lee (Fig. 10.29). O exame desses gráficos evidencia 
três pontos principais: 

1. O grau da curvatura ascendente exibido pelas seções 
iniciais dessas curvas sigmoides é indicativo do seu nível de 
cooperatividade . 

2. Somente quando o estado R interage com o ligante (c 
— 0), a cooperatividade aumenta à medida que aumenta a 
preferência conformacional para o estado T de não intera- 
ção com o ligante (L aumenta; Fig. 10.29a). Para valores de 
L altos, se um único ligante se liga, deve “forçar” a proteína 
para seu estado R de menor preferência . A exigência para que 
todos os protômeros alterem seus estados conformacionais em 
conjunto faz os três sítios de ligação remanescentes tornarem- 
se disponíveis . A ligação do primeiro ligante, portanto, fa- 
cilita a ligação dos ligantes subsequentes, o que constitui a 
essência de um efeito homotrópico positivo. Note que a coo- 
peratividade e a afinidade são grandezas diferentes. De fato, 
para c - 0, as curvas indicativas de alta afinidade pelo ligante 
(aquelas com L baixo) exibem baixa cooperatividade e vice 
versa. 

3. Quando o estado T é altamente preferencial (L é gran- 
de), a cooperatividade aumenta com a afinidade do estado R, 
relativamente à do estado T (c decrescente; Fig. 10.296). Em 
baixa concentração do ligante (a baixo), a quantidade de li- 
gante ligado (Y s ) aumenta com a afinidade do estado T pelo 
ligante (c crescente) uma vez que a proteína está em gran- 
de parte no estado T. Contudo, à medida que a aumenta, 
a quantidade de ligante ligado ao estado R intrinsecamente 
menos estável supera, no final, a do estado T, resultando, por 
isso, em um efeito cooperativo. Isso ocorre porque a energia 





FIGURA 10.2S Curvas da função de saturação do modelo de simetria para tetrâmeros, de acordo com a Equação [10.22]. Aqui L 
= [T 0 ]/[R () ], c = kjk v e a = [S]/A R . (a) Sua variação com L quando c = 0. (6) Sua variação com c quando L = 1.000. (Segundo Mo- 
nod, J., Wyman, J., e Changeux, J.P., /. Mol. Biol. 12, 92 [1965].) 
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livre da ligação de um ligante estabiliza o estado R, relativa- 
mente ao estado T. 


b. Interações heterotrõpicas 

O modelo de simetria do alosterismo é também capaz de es- 
clarecer os efeitos heterotrópicos. Isso acontece assumindo- 
-se que cada protômero possui sítios de ligação específicos 
e independentes para os três tipos de ligantes: o substrato, 
S, que, para simplificar, será considerado que se liga somen- 
te ao estado R (c = 0); um ativador, A, que também se liga 
somente ao estado R; e um inibidor, I, que se liga somente 
ao estado T (Fig. 10.30). Então, por meio da dedução que 
está na Seção B do apêndice deste capítulo, obtém-se uma 
equação mais geral para o modelo de simetria que descreve 
as interações heterotrõpicas, assim como as homotrópicas: 



ot ( 1 + a )"" 1 


(1 + a)" + 


m + gr 

(t + 7)" 


[10.23] 


onde a = [S ]//c R como antes e, analogamente, p = [[]/£, e y 
= [A]//c a . 

Note que essa equação difere da Equação [10.22] para 
c — 0 apenas na medida em que o segundo termo no denomi- 
nador é modulado por termos relacionados com a quantida- 
de de ativador e inibidor ligados ao oligômero. 

A Fig. 10.31 mostra as consequências da ligação do efe- 
tor a um tetrâmero que segue esse modelo: 

1. A ligação do ativador (7 > 0) aumenta a concentração 
do estado R ligado ao substrato (o segundo termo no deno- 
minador da Equação [10.22] diminui), pois esse é o único es- 
tado capaz de ligar o ativador. Consequentemente, a presença 
do ativador aumenta a afinidade da ligação da proteína pelo 
substrato (um efeito heterotrópico positivo), embora reduza 
o grau de cooperatividade da proteína na ligação ao substra- 
to (compare as Curvas 1 e 2 na Fig. 10.31). (Nota: Não existe 
nada na dedução da Equação [10.23] que diferencie os papéis 
do substrato e do ativador; consequentemente, tanto o subs- 
trato quanto o ativador se ligam à proteína com um efeito 
homo trópico positivo, sendo também efetores heterotrópi- 
cos positivos um do outro.) 

2. A presença do inibidor (|3 > 0), que se liga somente ao 
estado T, reduz a afinidade de ligação pelo substrato (um efei- 
to heterotrópico negativo) pelo aumento da concentração 
do estado T (o segundo termo no denominador da Equação 
[10.23] aumenta). Por conseguinte, uma vez que o substrato 
deve “trabalhar mais duro” para converter o oligômero ao 
estado R de ligação ao substrato, o inibidor aumenta a coo- 
peratividade da ligação do substrato (compare as Curvas 2 e 
3 da Fig. 10.31), e também da ligação do ativador. 

O modelo deduzido aqui é muito simples. Em um modelo 
de simetria mais realista, mas muito mais complicado algebri- 
camente, todos os tipos de ligantes se ligariam a ambos os esta- 
dos conformacionais do oligômero. Não obstante, esse modelo 
demonstra que ambos os efeitos homotrópico e heterotrópico 
podem ser explicados unicamente pela necessidade da preser- 
vação da simetria molecular do oligômero e não pela existência 
de qualquer interação direta entre os ligantes. Na Seção 10.4D, 
compara-se as predições teóricas do modelo de simetria com os 
modelos experimentais da ligação do oxigênio à Hb. 



T R 


FIGURA 10.30 Interações heterotrõpicas no modelo de si- 
metria do alosterismo. Os efeitos heterotrópicos aparecem 
quando os substratos e os ativadores se ligam exclusivamente 
(ou, pelo menos, preferencialmente) ao estado R ( à direita ), e 
os inibidores se ligam exclusivamente (ou, pelo menos, prefe- 
rencialmente) ao estado T (à esquerda). Dessa forma, a ligação 
do substrato e/ou do ativador ao oligômero facilita a ligação de 
outro substrato e ativador. Reciprocamente, a ligação do ini- 
bidor evita (ou, pelo menos, inibe) a ligação de substrato e de 
ativador ao oligômero. 


C. O modelo sequencial 

O modelo de simetria fornece uma explicação razoável para 
as propriedades de muitas proteínas na interação com ligan- 
tes. Contudo, existem várias objeções válidas. A principal 
delas é que é difícil acreditar que a simetria oligomérica seja 
invariavelmente preservada em todas as proteínas de for- 
ma a não ocorrer nunca uma conformação híbrida tal como 
R„_ 2 T 2 . Além disso, existem exemplos bem estabelecidos de 
efeitos homo trópicos negativos (p. ex., no complexo GroEL- 
GroES, a ligação do ATP ao anel cis do GroEL impede a 



FIGURA 10.31 Os efeitos do ativador (7 = [A]/Jfc A ) e do ini- 
bidor (P — [I]/&j) alostéricos na forma da curva de saturação 
parcial para o substrato (a — [S]/fc H ) de acordo com a Equação 
[10.23] para tetrâmeros. (Segundo Monod, J., Wyman, J., e 
Changeux, J.P., J. Mol. Biol. 12, 94 [1965] .) 
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ligação do ATP ao anel trans; Seção 9.2Cd), apesar de o mo- 
delo de simetria, que permite somente efeitos homotrópicos 
positivos, não ser capaz de explicá-los. 

O modelo de simetria supõe implicitamente o modelo 
de Emil Fischer de “chave e fechadura” de interação com 
o ligante, no qual os sítios de ligação nas proteínas são rí- 
gidos e têm formatos complementares aos de seus ligantes 
(Fig. 10.32, esquerda). Uma extensão mais sofisticada do mo- 
delo de “chave e fechadura”, conhecida como hipótese do 
encaixe induzido, postula que uma interação flexível entre o 
ligante e a proteína induz uma mudança conformacional na 
proteína, que resulta no aumento da sua afinidade pelo ligante 
(Fig. 10.32, direita ). A observação, por meio da análise por 
raios X da estrutura cristalina, de que essas mudanças con- 
formacionais ocorrem em numerosas proteínas demonstrou 
a validade da hipótese do encaixe induzido. 

Daniel Koshland, George Némethy e David Filmer adap- 
taram a hipótese do encaixe induzido para explicar os efeitos 
alostéricos. No modelo sequencial resultante ( alternativamente , 
modelo de encaixe induzido ou modelo KNF), a interação com 
o ligante induz uma mudança conformacional em uma subuni- 
dade; as interações cooperativas surgem devido à influência que 
essa mudança conformacional exerce sobre as subunidades vizi- 
nhas (Fig. 10.33). Se, por exemplo, ela aumentar a afinidade da 
subunidade vizinha pelo ligante, então a ligação é positivamen- 
te cooperativa. As forças dessas ligações dependem do grau de 
acoplamento mecânico entre as subunidades. No limite de um 
acoplamento muito forte, as mudanças conformacionais atuam 


Chave e fechadura Encaixe induzido 



Complexo 

proteíha-ligante 

FiCàURÃ 10.32 Modelos de interação com o ligante. No me- 
canismo de chave e fechadura da interação com o ligante {à 
esquerda ), é postulado que as proteínas possuem sítios pré-for- 
mados de interação com o ligante com formato complementar a 
ele. Sob o mecanismo de encaixe induzido, na ausência do ligan- 
te, a proteína não possui esse sítio de ligação complementar ( à 
direita). Nesse caso, o ligante induz uma mudança conformacio- 
nal no sítio de ligação que resulta na interação complementar. 


em conjunto, de modo que o oligômero mantém sua simetria 
(o modelo de simetria). Com acoplamento mais frouxo, contu- 
do, as mudanças ocorrem sequencialmente à medida que mais 
e mais ligantes interagem com a proteína (Fig. 10.34) . Assim, 
a essência do modelo sequencial é que a afinidade da proteína 
pelo ligante varia com o número de ligantes interagindo com ela , 
enquanto no modelo de simetria essa afinidade depende somen- 
te do estado quaternário da proteína. 

O grau de acoplamento entre as subunidades do oligôme- 
ro depende de como essas subunidades estão organizadas, isto 
é, depende da simetria da proteína. Consequentemente, no 
modelo sequencial, a saturação parcial tem uma forma algé- 
brica para cada simetria oligomérica. A forma da equação de 
Adair (Equação [10.17] para um tetrâmero) depende também 
do número de subunidades da proteína. Na verdade, o modelo 
sequencial do alosterismo pode ser considerado como uma ex- 
tensão do modelo de Adair que proporciona uma dedução físi- 
ca para os valores da constante de dissociação microscópica, k { . 

D. Cooperatividade da hemoglobina 

A curva de saturação parcial da Hb é muito semelhante tanto 
no modelo de simetria como no modelo sequencial (Fig. 10.35). 
Claramente, essas curvas, por si só, não podem ser utilizadas 
para distinguir entre esses dois modelos, se de fato ambos estão 
corretos. Contudo, é interessante comparar esses modelos com 
o modelo mecanístico da Hb discutido na Seção 10. 2C. 

Naturalmente, a Hb não é composta por subunidades 
idênticas, como exige o modelo de simetria. Em uma pri- 
meira estimativa, pelo menos, as diferenças funcionais das 
subunidades intimamente relacionadas ct e |3 da Hb podem 
ser desprezadas (embora suas diferenças estruturais sejam 
essenciais para o mecanismo molecular da cooperatividade 
da Hb). Para essa estimativa, a Hb segue, em grande parte, o 
modelo de simetria, embora também exiba algumas caracte- 
rísticas do modelo sequencial. A mudança de conformação 
quaternária T-^Ré combinada, como requer o modelo 
de simetria. Também a interação do ligante com o estado T 
causa pequenas mudanças estruturais terciárias como pre- 
vê o modelo sequencial. Esse fenômeno torna-se evidente 
pela análise da estrutura por raios X de cristais de Hb hu- 
mana, onde as subunidades a estão totalmente oxigenadas e 
as subunidades p estão sem ligante. Essa forma especial de 
cristal obriga a Hb parcialmente saturada a permanecer no 



FíâllRÂ 10.33 O modelo sequencial do alosterismo. A liga- 
ção do substrato ao estado T de baixa afinidade induz mudan- 
ças conformacionais nas subunidades não ligadas, conferindo 
a elas afinidades de interação com o ligante que estão entre o 
estado T de baixa afinidade e o estado R de alta afinidade. 
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E IGURA 10.34 Ligação sequencial do ligante no modelo sequencial do alosterismo. A interação com o ligante induz, progressi- 
vamente, mudanças conformacionais nas subunidades, com as maiores mudanças ocorrendo naquelas subunidades em interação 
com o ligante. O acoplamento entre as subunidades não possui, necessariamente, força suficiente para manter a simetria do oligô- 
mero como ocorre no modelo de simetria. 


estado T. Não obstante, os átomos de Fe de sua subunidade 
a estão 0,15 À mais próximos da porfirina ainda em forma de 
abóbada do que estão na desoxiHb (25 % da distância total 
do movimento que ocorre na transição T — > R). Tais mudan- 
ças estruturais terciárias são, sem dúvida, as responsáveis pelo 
desenvolvimento da tensão que no final desencadeia a transi- 
ção T—>R. 

Uma questão mais evidente, mas mais difícil de respon- 
der, é: a cooperatividade da Hb se origina somente da tran- 
sição T — » R, em conformidade com o modelo de simetria, 
ou os próprios estados T e R exibem pelo menos algum grau 
de cooperatividade, em concordância com o modelo sequen- 
cial? Colocando de outra forma, a afinidade das subunida- 
des da Hb depende somente do estado quaternário da Hb 
(modelo de simetria) ou essa afinidade varia com o núme- 
ro de ligantes ligados à Hb (modelo sequencial)? Embora 
esse assunto tenha sido submetido a um exame experimen- 
tal minucioso e tenha sido um assunto de debate animado 
por quatro décadas, ele ainda não está totalmente resolvido. 
Por exemplo, a resolução, por Andréa Mozzarelli e Eaton, 
por meio de técnicas espectroscópicas ópticas sofisticadas, 
do gráfico de Hill dos cristais especiais do estado T da Hb, 
descritos anteriormente, é uma indicação da interação não 
cooperativa com o ligante em concordância com o modelo 
de simetria. Igualmente, as medidas espectroscópicas cobrin- 
do as escalas de tempo de microssegundos a picossegundos 



log p0 2 

FIGURA 1G.35 Ambos os modelos de alosterismo, sequencial 
e de simetria, podem ajustar-se bem à curva experimental de 
dissociação do 0 2 da Hb. (Segundo Koshland, D.E., Jr., Néme- 
thy, G., e Filmer, D., Biochemistry 5, 382 [1966].) 


após o início da interação com o ligante indicam que as mu- 
danças conformacionais a que inicialmente a Hb é submetida 
na interação com o ligante são consistentes com o modelo 
de simetria. Contudo, análises termodinâmicas detalhadas, 
feitas por Gary Ackers, das interações associadas com a for- 
mação de cada um dos 10 microestados de ligação diferentes 
da Hb (Fig. 10.36) indicam que o tetrâmero sofre uma transi- 



28,5 



FIGURA 10.36 Perdas de energia livre na ligação do 0 2 a 
vários estados de ligação dos tetrâmeros de Hb em relação à 
ligação do 0 2 aos dímeros ap não cooperativos. Estão represen- 
tados somente os dez estados exclusivos de ligação (seis estados 
adicionais estão relacionados com aqueles vistos na simetria 
bilateral da Hb). Os valores das perdas, em kJ • moF para as 
etapas de ligação individual estão ao lado das flechas. Os valores 
das perdas cumulativas de energia livre estão à esquerda de cada 
tetrâmero de Hb. Os estados de ligação que assumem, predomi- 
nantemente, o estado T estão em azul e, em vermelho, aqueles 
que assumem, predominantemente, o estado R. As rotas prefe- 
renciais, nas quais a perda de energia livre de interação com o li- 
gante decresce progressivamente com a ligação sucessiva de cada 
ligante (aqueles com todas as flechas sólidas), passam pelo esta- 
do T no qual o 0 2 está ligado a ambos os sítios do dímero antes 
de sua conversão para o estado R. Note que a transição T -> R 
ocorre predominantemente por rotas nas quais, pelo menos, uma 
subunidade de cada protômero p contém o ligante. (Com base 
em dados de Ackers, G.K., Adv. Prot. Chem. 51, 193 [1998].) 
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ção T — > R somente quando um sítio de ligação, pelo menos, 
está ocupado em cada um dos protômeros ap. Essa simetria, 
não reconhecida antigamente, é inconsistente com o modelo 
de simetria. Além disso, conforme foi mostrado por Takashi 
Yonetami, os efetores heterotrópicos como BPG, podem re- 
duzir a afinidade da Hb pelo oxigênio sem alterar seu estado 
quaternário. 


Evidentemente, a cooperatividade se origina tanto da 
mudança quaternária combinada (conforme exigida pelo 
modelo de simetria) como da modulação sequencial da inte- 
ração do ligante dentro de cada estado quaternário por meio 
de alterações na estrutura terciária induzidas pelo ligante 
(em concordância com o modelo sequencial) . 


APÊNDICE: DEDUÇÕES DAS EQUAÇÕES DO MODELO DE SIMETRIA 


A. Interações homotrópicas - Equação [10.22] 

A saturação parcial Y s para a interação com o ligante é ex- 
pressa: 


([RJ +2[R 2 ] + --- + «[RJ) + ([TJ +2[TJ + - + /i[T„]) 

«{([Rol + [RJ + — b [R/J ) + ([To] + [TJ + b [T„])} 

[10.21] 


Definindo a = [S]//c R ec = k R /k Jy e usando a Equação [10.20] 
para substituir [R^j por [RJ, [R„_ 2 ] por [R„_J, etc., os ter- 
mos incluídos no primeiro grupo de parênteses no numera- 
dor da Equação [10.21] são reduzidos a 


r , I 2 n(n - 1)et 

[ RJ S noi + + 


+ 


n nict 


Irv" 




2(n — l)a 

[RoJoR 1 + _ — - — - + 


+ 


n(n - 1 ) !a" 
n(n — 1)! 




= [ R 0 ] an (1 + a ) 


«- 1 


e, da mesma forma, os termos no primeiro grupo de parênte- 
ses do denominador da Equação [10.21] tomam-se 



1 + «« + •■■ + 


n\ J 


[Ro](l + «)* 


Igualmente, os termos no segundo grupo de parênteses do 
numerador e do denominador da Equação [10.21] assumem 
as formas respectivas 

[T 0 ]([S]//c T )«(l + [S ]/k T y~' m L [ R f ) ] cotn ( 1 + ca)”' 1 


B. interações heterotrópicas - Equação [10.23] 

Para um oligômero que liga o ativador A e o substrato S so- 
mente ao seu estado R, e o inibidor I somente ao seu estado 
T, a saturação parcial para o substrato Y s , ou seja, a fração 
dos sítios de ligação ocupada pelo substrato, é expressa por: 

2 2 

Í = I 1=0 

y. = 

^ / n n n 

« 2 2 [Rd + 2 Hd 

\/=D j = fí k = 0 



Aqui os subscritos i, j e k indicam o número de moléculas 
respectivas de S, A e I que estão ligadas a um oligômero; isto 
é, R ; . = RS .A,. eTj = TI^.. Definindo então a. = [S]/fc R e se- 
guindo a dedução anterior da Equação [10.22]: 



ti 


2 [RoJ )«n(l + a)" 1 
/=o 


fí 


n 


n 


2PVJ (! + “)”+ 2ra 

7=0 / A = t) 


a ( 1 + a )" 1 
(1 + a)' 1 + V 


onde 


L’ = 2|T t ]/2(R,d 

k = 0 /=0 

Em analogia com a definição de a, define-se P = [IR e 7 = 
[A]//c a , e segue-se novamente a dedução da Equação [10.22] 
para obter: 

É™ = [T 0 ](l + P)" 

k - 0 


e 

[T 0 ](l+ [S]/fcr)"-L[Ro](l+ca) fl 
Consequentemente, 

/ [R 0 ]a«(l + a)" -1 + L [ R 0 ] can ( 1 + ca)"' 1 

>S “ «{[R,,)(l +a)'' + L[R„](l + ca)"} 


e 

2 [Ra,] = [Ro.ol(l +7) 

;= o 

de forma que 

T(i + p>" 

(1 + 7 ) n 


o que, após cancelar os termos, produz a equação que des- 
creve o modelo de simetria para as interações homotrópicas: 



a(l + a)" ! + Lca(l + ca)" 1 
(1 + a)" + L(1 + ca)" 


[ 10 . 22 ] 


A equação do modelo de simetria ampliada para incluir os 
efeitos heterotrópicos é, portanto, expressa por 



a(l + a)” -1 


(1 + a)" + 


U 1 + p) 

(i +7 r 


[10.23] 
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RESUMO DO CAPÍTULO 


1 Função dc? hemoglobina O grupo heme da Mb e nas subunida- 
des da Hb ligam 0 2 reversivelmente. Na desoxiHb, o Fe(II) é coor- 
denado aos quatro nitrogénios do anel pirrólico da protoporfirina 
IX e à His proximal da proteína. Na oxigenação, o 0 2 se torna o 
sexto ligante do Fe (II). A Mb tem uma curva de saturação parcial 
hiperbólica (constante de Hill, n = 1). A curva da Hb, porém, é sig- 

moide ( n ~ 2,8) como consequência de sua ligação cooperativa ao 
Ü 2 . A Hb liga seu quarto 0 2 com uma afinidade 100 vezes maior do 
que para seu primeiro 0 2 . A variação da afinidade pelo O, com o 
pH, o efeito Bohr, faz a Hb liberar 0 2 nos tecidos em resposta à li- 
gação dos prótons liberados pela hidratação do C0 2 a HCO^. A Hb 
facilita o transporte de C0 2 , tanto diretamente por sua ligação como 
um carbamato N-terminal, como indiretamente, pelo aumento da 
concentração de HCQT, devido ao efeito Bohr. A presença de BPG 
nos eritrócitos, que se liga somente à desoxiHb, além disso, modula 
a afinidade da Hb pelo 0 2 . A adaptação de curta duração a grandes 
altitudes é resultado de um aumento da concentração de BPG nos 
eritrócitos, o que aumenta a quantidade de ü 2 liberada nos tecidos 
pela redução da afinidade da Hb pelo 0 2 . 

2 Estrutura e mecanismo As subunidades a e 3 da Hb consistem 
principalmente em sete ou oito hélices consecutivas organizadas for- 
mando uma cavidade hidrofóbica que envolve quase totalmente o 
heme. A ligação do oxigênio move o Fe(II) para uma posição de 
~ 0,6 A fora do plano do heme juntamente com a His proximal 
para o centro do heme, aliviando assim, a interferência espacial que, 
caso contrário, ocorreria entre a porfirina e o 0 2 ligado. O Fe(II) 
puxa a His proximal para trás em um movimento que somente pode 
ocorrer se o anel imidazol do resíduo se reorientar de modo a evitar 
colisão com o heme. Na transição conformacional T — > R, os con- 
tatos a 1 C-3 2 FG e ot 2 C-3iFG de simetria equivalente intercambiam 
simultaneamente entre duas posições estáveis. Posições intermediá- 
rias são espacialmente evitadas, de modo que esses contatos atuam 
como um interruptor conformacional de duas posições. O mecanis- 
mo Perutz de ligação do Ü 2 propõe que a baixa afinidade do Ü 2 pelo 
estado T se origina da tensão que impede que o Fe(II) se mova para 
o plano do heme para formar uma ligação forte Fe — 0 2 . Essa tensão 
é aliviada pela alteração quaternária combinada da molécula de Hb 
para o estado R de alta a fini dade pelo 0 2 . A alteração quaternária é 
contraposta por uma rede de pontes salinas no estado T que envolve 
os grupos carboxílicos C-terminais e que estão rompidas no estado 
R. A estabilidade do estado R em relação ao estado T aumenta com 
o grau de oxigenação, como resultado da tensão da ligação do 0 2 ao 
estado T. A existência dessa tensão foi demonstrada pela quebra da 
ligação entre o Fe (II) e a His proximal durante a ligação simultânea 
da Hb com o IHP, um análogo de BPG que se liga firmemente e for- 
ça a Hb a assumir o estado T, e do NO, um ligante forte que força a 
Hb para o estado R. Reciprocamente, a remoção mutagênica da His 
proximal da proteína elimina grande parte da cooperatividade da 
Hb. O efeito Bohr resulta de aumentos nos pXs dos grupos a-amino 


N-terminais e da His 1463 na formação das pontes salinas no estado 
T. Os resíduos de His expostos à superfície também participam do 
efeito Bohr. A ligação do BPG ocorre na cavidade central da Hb no 
estado T por meio de várias pontes salinas. O resíduo de His distai 
protege a desoxiHb da auto-oxidação, por captar os prótons que ca- 
talisariam a oxidação do Fe do heme. 

3 Hemoglobinas anormais São conhecidas mais de 1.000 varie- 
dades de Hbs mutantes. A metade delas é inócua, pois resulta de 
mudanças em resíduos da superfície da molécula. No entanto, alte- 
rações em resíduos internos com frequência alteram a estrutura da 
Hb, causando anemia hemolítica. As mudanças no sítio de ligação 
do 0 2 que estabilizam o Fe(III) eliminam a ligação do 0 2 a essas 
subunidades, o que resulta em cianose. As mutações que afetam a 
interface das subunidades podem estabilizar tanto o estado R como 
o estado T, o que, respectivamente, aumenta ou diminui a afinidade 
da Hb pelo 0 2 . A anemia falciforme é causada pela Hb mutante ho- 
mozigota Glu 63 — > Vai, o que promove a gelificação da desoxiHbS, 
formando fibras rígidas com 14 cadeias que deformam os eritróci- 
tos. Sob condições de gelificação, o crescimento da fibra ocorre por 
meio de um mecanismo de nucleação em dois estágios, resultando 
em um tempo de retardo que varia da trigésima à quinquagésima 
potência da concentração inicial da HbS. Os agentes que aumentam 
esse tempo de retardo para valores maiores do que o tempo de trân- 
sito dos eritrócitos nos capilares devem impedir as crises de células 
falciformes e assim aliviar os sintomas da anemia falciforme. 

4 Regulação alostérica A equação de Adair racionaliza a coo- 
peratividade da ligação do Ü 2 à Hb, atribuindo uma constante de 
dissociação separada para cada 0 2 ligado. Ocorre cooperatividade 
positiva se essas constantes decrescerem sequencialmente. Contudo, 
a equação de Adair não fornece nenhuma explicação física de por 
que isso ocorre. O modelo de simetria propõe que os oligômeros 
simétricos podem existir nos estados conform acionais R ou T, que 
diferem quanto à afinidade pelo ligante. A interação do ligante com 
o estado de mais alta afinidade força o oligômero a assumir essa 
conformação, o que facilita a ligação de mais um ligante. Esse mode- 
lo homotrópico é estendido aos efeitos heterotrópicos, postulando 
que o ativador e o substrato podem se ligar somente ao estado R, e 
o inibidor pode se ligar somente ao estado T, A ligação do ativador 
força o oligômero para o estado R, o que facilita a ligação do subs- 
trato e de mais um ativador. Contudo, a ligação do inibidor força o 
oligômero para o estado T, o que impede a ligação do substrato e 
do ativador. O modelo sequencial postula que um encaixe induzido 
entre o ligante e o substrato concede tensão conformacional à pro- 
teína que altera sua afinidade para ligar outros ligantes sem exigir 
que o oligômero mantenha sua simetria. O mecanismo de Perutz 
para a ligação do 0 2 à Hb é, em grande parte, estruturalmente con- 
sistente com o modelo de simetria, mas exibe alguns elementos do 
modelo sequencial. No entanto, a cooperatividade da Hb concorda 
totalmente com o modelo de simetria. 
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PROBLEMAS 


1, O impulso de respirar nos humanos resulta de um alto con- 
teúdo sanguíneo de Cü 2 ; não existem sensores fisiológicos diretos 
para ap0 2 sanguínea. Praticantes de mergulho livre com frequência 
fazem hiperventilação (respiram rápida e profundamente por vários 
minutos) imediatamente antes de fazer um mergulho demorado, 
acreditando que, dessa forma, aumentem o conteúdo de ü 2 do san- 
gue. Essa crença resulta do fato de que a hiperventilação reprime 
o impulso de respiração, pois expele quantidades significantes de 
C0 2 do sangue. Com base no que você sabe a respeito das proprie- 
dades da Hb, a hiperventilação é um procedimento útil? E seguro? 
Explique. 

2. Explique por que a constante de Hill, n, não pode nunca ser 
maior do que o número de sítios de ligação na proteína? 

*3. No efeito Bohr, a protonação dos grupos amino N-terminais 
das cadeias a da Hb é responsável por —30% do 0,6 mol de H + 
que se combina com a Hb quando é liberado 1 mol de 0 2 a pH 7,4. 
Supondo que esse grupo tem pX = 7,0 na oxiHb, qual é seu pX na 
desoxiHb? 

4. Como um dos favoritos para ganhar a maratona de La Paz, 
na Bolívia, você tem treinado lá por várias semanas para se adap- 
tar à altitude de 3.700 m. Um fabricante de equipamento de corrida 
que financia um oponente o convidou para uma festa pré-corrida 
em uma casa de praia próxima de Lima, no Peru, no fim de semana, 
assegurando que você voará de volta a La Paz pelo menos um dia 
antes da corrida. Isso é um sinal de respeito por você ou uma tenta- 
tiva ardilosa de enfraquecê-lo na corrida? Explique (ver Fig. 10.9). 

5. Nos músculos em atividade, a p0 2 pode ser de 10 torr na super- 
fície celular e 1 torr nas mitocôndrias (as organelas onde tem lugar 
o metabolismo oxidativo). Como a Mb (p 50 = 2,8 torr) pode facilitar 
a difusão do 0 2 por essas células? Os músculos ativos consomem 0 2 
muito mais rapidamente do que outros tecidos. A Mb pode ser uma 
proteína transportadora de 0 2 efetiva também em outros tecidos? 
Explique. 

6. Eritrócitos, quando estocados por uma semana em um meio- 
-padrão ácido-citrato-glicose, tornam-se exauridos de BPG. Discuta 
os méritos de se usar, em transfusões, sangue fresco versus sangue 
coletado há uma semana. 


7. Os seguintes dados de saturação parcial foram obtidos em uma 
determinada amostra de sangue: 


pOj 

To 2 

p0 2 

To 2 

20 

0,14 

60 

0,59 

30 

0,26 

70 

0,66 

40 

0,39 

80 

0,72 

50 

0,50 

90 

0,76 


Quais são os valores da constante de Hill e da p so dessa amostra de 
sangue? Eles são valores normais? 

8. Um indivíduo anêmico, cujo sangue possui somente a metade 
do conteúdo normal de Hb, parece estar com boa saúde. Já um in- 
divíduo normal está incapacitado por ter sido exposto a uma quan- 
tidade de monóxido de carbono suficiente para ocupar a metade de 
seus sítios no heme (pCO de 1 torr por —1 hora; o CO se liga à Hb 
com uma afinidade 200 vezes maior do que o Ó 2 ). Explique. 

*9. A estrutura por raios X da Hb Rainier (Tyr 1453 — í ► Cys) in- 
dica que o resíduo Cys mutante forma uma ligação dissulfeto com a 
Cys 933 da mesma subunidade. Isso coloca o resíduo C-terminal da 
subunidade 3 em uma orientação completamente diferente daquela 
que esse resíduo assume na HbA. Como os valores das grandezas 
listadas a seguir para a Hb Rainier podem ser comparados com os 
da HbA? Explique, (a) A afinidade pelo oxigênio, (b) o efeito Bohr, 
(c) a constante de Hill e (d) a afinidade pelo BPG. 

10, O crocodilo, que pode permanecer sob a água sem respirar por 
1 hora, afoga sua presa terrestre e a j anta quando quiser. Uma adap- 
tação que auxilia o crocodilo nessa tarefa é sua capacidade de utilizar 
praticamente 100% do 0 2 do seu sangue, enquanto os humanos, por 
exemplo, podem extrair somente 65% do 0 2 . A Hb do crocodilo não 
liga BPG. No entanto, sua desoxiHb liga preferencialmente HCO(. 
De que forma isso ajuda o crocodilo a conseguir seu jantar? 

11. O tempo de gelificação de uma mistura equimolar de HbA e 
HbS é menor do que o de uma solução contendo somente HbS na 
mesma concentração em que está na mistura. O que esta observação 
sugere sobre a participação da HbA na gelificação da HbS? 
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12 . A condição de anemia grave dos homozigotos para a HbS re- 
sulta em um conteúdo elevado de BPG nos seus eritrócitos. Discuta 
se isso é ou não um efeito positivo, 

13. Como organizador de uma expedição que planej a escalar vá- 
rias montanhas muito altas, é sua responsabilidade escolher os mem- 
bros da expedição. Cada um dos inscritos para uma posição na equi- 
pe é heterozigoto para uma das seguintes Hbs variantes: (1) HbS, 
(2) Hb Hyde Park (His F8[92]p -> Tyr), (3) Hb Riverdale-Bronx 
(Gly B6[24]|3 Arg), (4) Hb Memphis (Glu B4[23]a Gin), e 
(5) Hb Cowtown (His HC3[146]p — » Leu). Supondo que todos os 
candidatos têm capacidade igual a baixas altitudes, qual deles você 
escolheria para a equipe? Explique seu raciocínio. 

14. Mostre que a equação de Adair para um tetrâmero se reduz à 
equação de Hill para k x “ k 2 k 3 5?> a uma relação hiperbólica 
para k x — k 2 — k 3 — k, x 


15. Deduza a constante de equilíbrio para a reação R 2 T 2 para 
um modelo de simetria n vezes em termos dos parâmetros L, cea. 

*16. Deduza a equação para a fração de moléculas proteicas no 
estado R para o modelo de simetria homotrópico em termos dos 
parâmetros n, L, Cea. Trace um gráfico dessa função versus a para 
n = 4, L — 1.000 e c = 0 e discuta seu significado físico. 

17. Considerando o modelo de simetria do alosterismo, explique 
por que um inibidor (que causa um efeito heterotrópico negativo no 
substrato) deve sofrer um efeito homotrópico positivo. 

18. Em concentração baixa, o tetrâmero da Hb dissocia-se, rever- 
sivelmente, em dois dímeros cq-p.. Qual é a constante de Hill para a 
ligação do 0 2 a esses dímeros? Explique. 

19. Descreva a natureza das mudanças alostéricas (homotrópi- 
ca ou heterotrópica, positiva ou negativa) que têm lugar no sistema 
GroEL/ES durante os vários estágios do seu ciclo catalítico. (Fig. 9.25). 


Açúcares e 
Polissacarídeos 



CAPÍTULO 11 


1 Monossacarídeos 

A. Classificação 

B. Configurações e conformações 

C. Derivados de açúcares 

2 Polissacarídeos 

A. Análise de carboidratos 

B. Dissacarídeos 

C. Polissacarídeos estruturais: celulose e quitina 

D. Polissacarídeos de reserva: amido e glicogênio 

E. Glicosaminoglicanos 

3 Glico proteínas 

A. Proteoglicanos 

B. Parede celular bacteriana 

C. Estrutura e função das glicoproteínas 

D. Glicômica 


Os carboidratos ou sacarídeos (do grego: sakcharon, açú- 
car) são componentes essenciais de todos os organismos 
vivos e são, na verdade, a classe mais abundante de molé- 
culas biológicas. O nome carboidrato, que significa literal- 
mente “hidratos de carbono”, resulta da sua composição 
química, que é geralmente (C • H 2 0)„, em que n>3,A 
unidade básica dos carboidratos são os chamados monossa- 
carídeos. Muitos desses compostos são sintetizados a partir 
de substâncias simples em um processo denominado glico- 
neogênese (Seção 23.1). Outros (e quase todas as molécu- 
las biológicas) são produtos da fotossíntese (Seção 24.3), 
a combinação de C0 2 e H,0 potencializada pela luz, por 
meio da qual plantas e certas bactérias formam “hidratos de 
carbono”. A degradação metabólica dos monossacarídeos 
(Capítulos 17 e 21) produz grande parte da energia usada 
para suprir energia aos processos biológicos. Os monossa- 
carídeos são também os principais componentes dos ácidos 
nucleicos (Seção 5.1A), assim como elementos importantes 
dos lipídeos complexos (Seção 12.1D). 

Os oligossacarídeos são formados por um número pe- 
queno de unidades monossacarídicas ligadas covalente- 
mente. Com frequência eles são associados com proteínas 
(glicoproteínas) e lipídeos (glicolipídeos), nos quais eles 
apresentam funções regulatórias e estruturais (glicoproteínas 
e glicolipídeos são chamados coletivamente de glicoconjuga- 
dos). Os polissacarídeos são constituídos de um grande nú- 
mero de unidades monossacarídicas ligadas covalentemente 
e apresentam massas moleculares que variam em uma faixa 
de milhões de daltons. Eles têm funções estruturais indispen- 
sáveis em todos os tipos de organismos, mas são mais eviden- 


tes em plantas, pois a celulose, seu principal material estru- 
tural, abrange até 80% do seu peso seco. Os polissacarídeos, 
como o amido em plantas e o glicogênio em animais, servem 
como importantes reservatórios nutricionais. 

A elucidação das estruturas e funções dos carboidratos 
tem ficado bastante aquém das proteínas e dos ácidos nuclei- 
cos. Isso pode ser atribuído a vários fatores. Os carboidratos 
são muitas vezes heterogêneos, tanto em tamanho quanto 
em composição, o que dificulta imensamente a sua caracte- 
rização química e física. Eles não são suscetíveis aos vários 
tipos de análise genética que possuem inestimável valor no 
estudo de proteínas e ácidos nucleicos, pois as sequências 
dos sacarídeos não são determinadas geneticamente, mas são 
formadas pela ação sequencial de enzimas específicas (Seção 
23 .3B). Além disso, tem sido difícil estabelecer ensaios para 
as atividades biológicas dos polissacarídeos por causa do seu 
papel, na maior parte das vezes, passivo. Apesar disso, está 
muito claro que os carboidratos são elementos essenciais em 
muitos, se não na maioria, dos processos biológicos. 

Neste capítulo, serão exploradas as estruturas, a química 
e, até certo ponto, as funções dos carboidratos, isoladamente 
e associados com proteínas. As estruturas dos glicolipídeos 
serão consideradas na Seção 12.1D. A biossíntese de carboi- 
dratos complexos será abordada na Seção 23.3. 

1 MONOSSACARÍDEOS 

Os monossacarídeos ou açúcares simples são derivados de 
aldeídos ou cetonas de alcoóis poliidroxílicos de cadeia não 
ramificada contendo, pelo menos, três átomos de carbono. 
Tais substâncias, como por exemplo a o-glicose e a D-ribulo- 
se, não podem ser hidrolisadas para formar sacarídeos mais 
simples. 
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Nesta seção, serão abordadas as estruturas dos monossacarí- 
deos e de alguns de seus derivados de importância biológica. 
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A. Classificação 

Os monossacarídeos são classificados de acordo com a na- 
tureza química de seus grupos carbonilas e número de seus 
átomos de C. Se o grupo carbonila é um aldeído, como na 
glicose, o açúcar é uma aldose. Se o grupo carbonila é uma 
cetona, como na ribulose, o açúcar é uma cetose. Os menores 
monossacarídeos, aqueles com três átomos de carbono, são 
as trioses. Aqueles com quatro, cinco, seis, sete, etc., átomos 
de C são, respectivamente, as tetroses, as pentoses, as hexo- 
ses, as heptoses, etc. Esses termos podem ser combinados de 
forma que, por exemplo, a glicose é uma aldoexose, enquan- 
to a ribulose é uma cetopentose. 

O exame da fórmula molecular da d - glicose indica que 
todos, exceto dois átomos de C — Cl e C6 — são centros 
quirais, então a D-glicose é um dos 2 4 = 16 estereoisôme- 
ros que abrangem todas as aldoexoses possíveis. Em geral, 
aldoses com n-carbonos têm 2 estereoisômeros. A este- 
reoquímica e os nomes das D-aldoses encontram-se na Fig. 
11.1. Emil Fischer elucidou essas configurações para as al- 


doexoses em 1896. De acordo com a convenção de Fischer 
(Seção 4.2B), o centro assimétrico mais afastado do grupo 
carbonila nos D -açúcares possui a mesma configuração ab- 
soluta do D-glicer aldeído. Os L-açúcares, de acordo com 
essa convenção, são a imagem especular de seus D-açúcares, 
como está mostrado a seguir na projeção de Fischer para a 
glicose. 
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H3URA 11.1 A relação esterco química, demonstrada pela projeção de Fischer, entre as D-aldoses com três a seis átomos de carbo- 
no. As setas indicam relações estereoquímicas (não biossintéticas). A configuração C2 {em vermelho) diferencia os membros de cada 
par. As duplicações desses 15 açúcares são suas imagens de espelho. As aldoses biologicamente mais comuns estão nos quadros. 
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Os açúcares que se diferenciam apenas pela configuração de 
um átomo de C são chamados de epímeros uns dos outros. 
Então, a D-glicose e a D-manose são epímeros em relação ao 
C2, enquanto a D-glicose e a D-galactose são epímeros em 
relação ao C4 (Fig. 11.1). Entretanto, os açúcares D-manose 
e D-galactose não são epímeros um do outro porque eles di- 
ferem na configuração de dois de seus átomos de C. 

A D-glicose é a única aldose que ocorre geralmente na na- 
tureza como um monossacarídeo. Entretanto, esse e outros 
monossacarídeos, incluindo o D-gliceraldeído, a D-ribose, a 
D-manose e a D-galactose, são importantes componentes de 
grandes moléculas biológicas. Os L-açúcares são biologica- 
mente muito menos abundantes do que os D-açúcares. 

A posição de seus grupos carbonila conferem às cetoses 
um centro assimétrico a menos do que suas aldoses isomé- 
ricas (p. ex., comparar a D-frutose e a D-glicose). As cetoses 
de n-carbonos, portanto, têm 2' !_J estereoisômeros. Aqueles 
com função cetona no C2 são a forma mais comum (Fig. 
11.2). Observe que algumas dessas cetoses são denominadas 
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FIG U RA 11.2 A relação estereoquíniica entre as D-cetoses 
com três a seis átomos de carbono. A configuração C3 {em 
vermelho ) diferencia os membros de cada par. As cetoses mais 
comuns na natureza estão em destaque. 


pela inserção de -ul- antes do sufixo ose no nome da aldo- 
se correspondente; então a D-xilulose é a cetose correspon- 
dente à aldose D-xilose. A di-hidroxiacetona, a D-frutose, 
a D-ribulose e a D-xilulose são as cetoses mais importantes 
biologicamente. 

B. Configurações e conformações 

Os alcoóis reagem com os grupos carbonila dos aldeídos e 
das cetonas para formar os hemiacetais e os hemicetais, res- 
pectivamente (Fig. 11.3). A hidroxila e a função aldeído ou 
cetona dos monossacarídeos podem, da mesma forma, reagir 
intramolecularmente para formar hemiacetais e hemicetais 
cíclicos (Fig. 11.4). As configurações dos substituintes para 
cada átomo de carbono nesses anéis da molécula de açúcar 
são convenientemente representadas pelas suas projeções de 
llaworth. 

Um açúcar com um anel de seis átomos é conhecido 
como uma piranose, em analogia com o pirano, que é o com- 
posto mais simples contendo um anel desse tipo. Da mesma 
forma, açúcares com um anel de cinco átomos são denomina- 
dos furanoses, em analogia com o furano. 



Pirano Furano 


As formas cíclicas da gücose e da frutose, com anéis de seis e 
cinco átomos, são portanto conhecidas como glicopiranose e 
frutofuranose, respectivamente. 

a. Os açúcares cíclicos apresentam duas formas anoméricas 
As letras gregas que antecedem os nomes na Fig. 11.4 ainda 
precisam ser explicadas. A ciclização de um monossacarídeo 
torna assimétrico o carbono da carbonila. O par de diaste- 
reoisômeros resultante é conhecido como anômero e o car- 
bono hemiacetal ou hemicetal é designado carbono anoméri- 
co. No anômero a, o OH substituinte do carbono anomérico 
está, no anel da molécula do açúcar, do lado oposto ao grupo 
CH 2 OH do centro quiral que designa a configuração d ou 
l (C5 nas hexoses). O outro anômero é conhecido como a 
forma |3 (Fig. 11.5). 
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FIGURA 11.3 As reações de alcoóis com (a) aldeídos para 
formar hemiacetais e (6) cetonas para formar hemicetais. 
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SGURã 11.4 Reações de cidização para hexoses. (a) D-glicose em sua forma linear reagindo para produzir a forma hemiace- 
tal cíclica p-D-glicopiranose e (6) D-frutose em sua forma linear reagindo para produzir a forma hemicetal p-D-frutofuranose. Os 
açúcares cíclicos são mostrados como projeções de Haworth e na forma de bastões fixadas nos seus modelos semitransparentes de 
volume atômico, com C em verde, H em branco e O em vermelho. 


Os dois anômeros da D-glicose, assim como qualquer 
par de diastereoisômeros, possuem diferentes propriedades 
químicas e físicas. Por exemplo, os valores da rotação ópti- 
ca específica, [a]^ 0 , para a a-D-glicose e para a p-D-glicose 
são, respectivamente, +112,2° e +18,7°. Quando uma dessas 
substâncias puras é dissolvida em água, entretanto, a rotação 
óptica específica da solução muda vagarosamente até atingir 
um valor de equilíbrio de [a]^° = +52,7°. Esse fenômeno é 
conhecido como mutarrotação; na glicose, é o resultado da 
formação de uma mistura de equilíbrio constituída de 63,6% 


do anômero p e 36,4% do anômero a (em solução, a rota- 
ção óptica de cada molécula individualmente é independente 
uma da outra, de maneira que a rotação óptica da solução é 
a média ponderada das rotações ópticas dos seus componen- 
tes). A interconversão entre esses anômeros ocorre por meio 
da forma linear da glicose (Fig. 11.5). Contudo, desde que 
as formas lineares desses monossacarídeos estejam presentes 
normalmente em apenas quantidades diminutas, esses car- 
boidratos são precisamente descritos como hemiacetais ou 
hemicetais poli-hidroxicíclicos. 
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FIGURA 11.5 Os monossacarídeos anoméricos a-D-glicopiranose e p-D-glicopiranose, desenhados como projeções de Howarth e 
modelos de esferas e bastões. Esses açúcares piranosídicos interconvertem-se da forma linear da D-glicose e se diferenciam apenas 
pela configuração do seu átomo de carbono anomérico, Cl. wà Ver Exercício de cineimagem 7.1 
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FIGURA 11.6 Conformações do anel de cicloexano. (a) Na 

conformação de barco, os substituintes na “proa” e na “popa” 
(em vermelho ) estão congestionados espacialmente, enquan- 
to os substituintes dos lados (em verde ) estão ocultos. ( b ) Na 
conformação em cadeira, os substituintes que se estendem 
paralelamente ao eixo de rotação de ordem 3 do anel são de- 
nominados axiais [o], enquanto aqueles que se estendem mais 
ou menos para fora do eixo de simetria são denominados equa- 
toriais [e]. Os substituintes equatoriais ao redor do anel estão 
alternados para cima e para baixo do plano do anel. 

b. Os açúcares são conformacionalmente variáveis 
As hexoses e as pentoses podem assumir formas furano- 
sídicas ou piranosídicas. O equilíbrio entre as formas de 
um monossacarídeo específico depende das condições, 
mas principalmente da natureza do monossacarídeo. Por 
exemplo, medidas de ressonância magnética (RM) indi- 
cam que, enquanto a glicose assume quase que exclusiva- 
mente a forma piranosídica em soluções aquosas, 67% da 
frutose assume a forma piranosídica e os 33 % restantes, a 
forma furanosídica; e 75% da ribose assume a forma pira- 
nosídica e 25% da ribose, a forma furanosídica (embora, 
nos polissacarídeos, os resíduos de glicose, frutose e ribo- 
se encontram-se exclusivamente nas suas formas pirano- 
sídicas, furanosídicas e furanosídicas, respectivamente). 
Ainda que, em princípio, as hexoses e os açúcares longos 
possam formar anéis de sete ou mais átomos, tais anéis são 
raramente observados devido à alta estabilidade dos anéis 
de cinco e seis átomos. A força interna dos anéis de açúca- 
res de três ou quatro átomos torna-os muito instáveis em 
relação às formas lineares. 

O uso das fórmulas de Haworth pode levar à impressão 
errônea de que os anéis furanosídicos e piranosídicos são pla- 
nares. Entretanto, esse não deve ser o caso, porque os áto- 
mos nesses anéis são hibridizados tetraedricamente (sp 3 ) . O 
anel piranosídico, como o anel do cicloexano, pode assumir 
a conformação de barco ou de cadeira (Fig. 11.6). A estabili- 
dade relativa dessas várias conformações depende das inte- 
rações estereoquímicas entre os substituintes do anel. A con- 
formação em barco agrupa os substituintes na “proa” e na 



FIGURA 11.7 As duas conformações em cadeira alternativas 
da p-D-glicopiranose. Na conformação da esquerda, a predo- 
minante, todos os substituintes volumosos OH e CH 2 OH ocu- 
pam as posições equatoriais, enquanto na direita (desenhado 
na forma de esferas e bastões na Fig. 11.5, direita ) eles ocupam 
as posições axiais mais congestionadas. Ver Exercício de 
cineimagem 7.1 

“popa” e esconde os substituintes laterais, de modo que, para 
o cicloexano, a conformação em barco é ~ 25 kJ • mol~ ‘ me- 
nos estável que a conformação em cadeira. Os substituintes 
do anel na conformação em cadeira (Fig. 11.66) podem estar 
em duas classes geométricas: os grupos axiais compactados, 
que se estendem paralelamente ao eixo triplo de rotação do 
anel, e os grupos equatoriais, cujo impedimento espacial é 
mínimo. Visto que os grupos axiais e os grupos equatoriais 
em um anel cicloexânico são interconversíveis conforma- 
cionalmente, um dado anel tem duas formas alternativas de 
cadeira (Fig. 11.7); a forma em geral predominante é aquela 
que apresenta o menor impedimento espacial entre os substi- 
tuintes axiais. A situação conformacional de um grupo afeta 
diretamente sua reatividade química. Por exemplo, grupos 
OH equatoriais nas piranoses esterificam-se mais rapida- 
mente que os grupos OH axiais. Observe que a p-D-glicose 
é a única D-aldoexose que pode ter simultaneamente todos 
os cinco substituintes diferentes de H na posição equatorial 
(lado esquerdo da Fig. 11.7). Talvez esse seja o motivo pelo 
qual a glicose é o monossacarídeo natural mais abundante. 
As propriedades conformacionais dos anéis furanosídicos 
são discutidas na Seção 29.2Ab em relação aos seus efeitos 
sobre a conformação dos ácidos nucleicos. 

C. Derivados de açúcares 

a. Os polissacarídeos são mantidos unidos por ligações 
glicosídicas 

A química dos monossacarídeos é essencialmente a quími- 
ca de seus grupos hidroxila e carbonila. Por exemplo, nas 
reações catalisadas por um ácido, a hidroxila anomérica do 
açúcar condensa-se reversivelmente com alcoóis para for- 
mar a e p-glicosídeos (do grego: glykys, doce) (Fig. 11.8). 
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FIGURA 11,3 A condensação ácida de uma a-D-glicose com metanol para formar um par anomérico de metil~D*glicosídeos. 
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A ligação que conecta o carbono anomérico ao oxigênio do 
álcool é denominada ligação glicosídica. Os polissacarídeos 
são mantidos unidos pelas ligações glicosídicas entre unida- 
des monossacarídicas vizinhas. Portanto, a ligação glicosí- 
dica é um análogo em carboidratos da ligação peptídica em 
proteínas. A ligação de um nucleosídeo que une o seu resí- 
duo de ribose à sua base é também uma ligação glicosídica 
(Seção 5.1A). 

A hidrólise de ligações glicosídicas é catalisada por en- 
zimas denominadas glicosidases, que diferem em especifici- 
dade de acordo com o tipo e a configuração anomérica do 
glicosídeo, mas são muitas vezes insensíveis ao tipo de resí- 
duo alcoólico. Sob condições neutras ou básicas e na ausên- 
cia de glicosidases, contudo, a ligação glicosídica é estável, 
de modo que glicosídeos não sofrem mutarrotação como os 
monossacarídeos. A metilação dos grupos OH não anoméri- 
cos dos monossacarídeos requer condições mais drásticas do 
que as necessárias para a formação de glicosídeos metilados, 
como o tratamento com dimetil-sulfato. 

b. As reações de oxirredução 

Devido à interconversão rápida das formas lineares e cíclicas 
das aldoses e das cetoses, esses açúcares sofrem reações típi- 
cas de aldeídos e cetonas. Oxidações brandas de uma aldose, 
tanto química como enzimaticamente, resultam na conversão 
de seu grupo aldeído em um ácido carboxílico funcional, ori- 
ginando dessa forma um ácido aldônico, como o ácido glu- 
côiiico. Os ácidos aldônicos são denominados pela adição da 
palavra ácido e do sufixo ônico à origem do nome da aldose. 
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Os sacarídeos com átomos de carbono anomérico que não 
formam glicosídeos são denominados açúcares redutores, 
devido à facilidade com que esses grupos aldeído reduzem 
agentes oxidantes fracos. Um teste clássico para a presença 
de açúcares redutores é a redução de Ag' em uma solução 
de amónia (reagente de Tollens) que origina um espelho de 
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prata metálico que se deposita na parte interna do tubo de 
reação. 

A oxidação específica do grupo alcoólico primário das 
aldoses origina ácidos urônicos, denominados adicionando- 
-se a palavra ácido e o sufixo urônico à origem do nome da 
aldose. O ácido D-glicurônico, o ácido D-galacturônico e o 
ácido D-manurônico são componentes importantes de muitos 
polissacarídeos. 
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Os ácidos urônicos podem assumir formas furanosídicas, for- 
mas piranosídicas e formas lineares. 

Os ácidos urônicos e aldônicos têm uma forte tendên- 
cia para esterificação interna, formando lactonas de cinco e 
seis átomos Hg. 11.9). O ácido ascórbico (vitamina C, Fig. 
11 . 10 ) é uma 7 -lactona que é sintetizada por plantas e quase 
todos os animais, exceto cobaias e primatas. Sua deficiência 
prolongada na dieta dos seres humanos resulta na doença 
denominada escorbuto, que é causada pela diminuição da 
formação de colágeno (Seção 8.2B). O escorbuto geralmente 
resulta da falta de comida fresca. Isso é devido ao fato que, 
sob condições fisiológicas, o ácido ascórbico é oxidado re- 
versivelmente a ácido desidroascórbico, que, por sua vez, é 
hidrolisado irreversivelmente à vitamina inativa ácido dice- 
togulônico (Fig. 11.10). 

As aldoses e as cetoses podem ser reduzidas sob con- 
dições brandas, por exemplo, pelo tratamento com NaBH 4 , 
para originar poli-hidroxiacíclicos chamados alditóis, os 
quais são denominados adicionando -se o sufixo itol à origem 
do nome da aldose. O ribitol é um componente das coenzi- 
mas flavonoides (Seção 12.1). O xilitol é um adoçante que é 
usado em gomas de mascar e guloseimas “sem açúcar”. 
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FIGURA U.9 D-Glicono-ô-lactona e D-glicurono-Ô-lactona 
são, respectivamente, as lactonas do ácido D-glicônico e do áci- 
do D-glicurônico. O “ô” indica que o átomo de O perto do anel 
lactona é também o substituinte do C 8 . 


FIGURA 11.10 A oxidação reversível do ácido L-ascórbico 
a ácido L-desidroascórbico. Isso é seguido pela hidrólise fi- 
siológica irreversível de seu anel lactona para formar ácido 
L-dicetogulônico. 
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c. Outros derivados de açúcares biologicamente 
importantes 

As unidades monossacarídicas em que um grupo OH é subs- 
tituído por um H são conhecidas como de soxi -açúcares. O 
derivado mais importante biologicamente é a (J-D-2-deso- 
xirribose, o açúcar constituinte do esqueleto açúcar-fosfato 
do DNA (Seção 5.1 A). A L-ramnose e a L-fucose são ampla- 
mente encontradas nos polissaearídeos. 
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Em amino açúcares, um ou mais grupos OH são substi- 
tuídos por um grupo amino frequentemente ace tilado. A d- 
-glicosamina e a D-galactosamina são componentes de vários 
polissaearídeos biologicamente importantes. 
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O derivado amino -açúcar ácido A-acetilmurâmieo, que 
é constituído por V-acetil-D-glicosamina em uma liga- 
ção éster com ácido D-láctico, é um componente pro- 
eminente das paredes das células bacterianas (Seção 
11. 3B). O ácido AT-acetilneuramínico, o qual é derivado da 
iV-acetilmanosamina e do ácido pirúvico (Fig. 11.11), é um 
importante constituinte de glicoproteínas (Seção 11.3C) e 
glicolipídeos (Seção 12.1D). O ácido N - acetilne uramínico e 
seus derivados são muitas vezes citados como ácidos siálicos. 
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FIGURA 11.11 O ácido A-acetilneuramínico na forma linear e 
na forma de piranose. Observe que seu anel piranosídeo incor- 
pora o resíduo de ácido pirúvico (em azul) e parte da manose. 


2 POLISSACARÍDEOS 

Os polissaearídeos, que também são conhecidos como glica- 
nos, consistem em monossacarídeos ligados por ligações gli- 
cosídicas. Eles são classificados como homopolissacarídeos 
ou heteropolissacarídeos se forem constituídos por um tipo 
ou mais de monossacarídeo. Os homopolissacarídeos podem 
ser ainda classificados de acordo com o tipo de suas unida- 
des monoméricas. Por exemplo, os glicanos são polímeros de 
glicose, enquanto os galactanos são polímeros de galactose. 
Apesar das sequências monossacarídicas de heteropolissaca- 
rídeos poderem, a princípio, ser tão variadas quanto as das 
proteínas, elas em geral são compostas de apenas poucos ti- 
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pos de monossacarídeos que se alternam em sequências re- 
petitivas. 

Os polissacarídeos, ao contrário das proteínas e dos áci- 
dos nucleicos, formam tanto polímeros lineares como rami- 
ficados. Isso ocorre porque as ligações glicosídicas podem 
ser feitas com qualquer hidroxila de um monossacarídeo. 
Felizmente para bioquímicos estruturais, muitos polissacarí- 
deos são lineares e aqueles ramificados ocorrem apenas em 
poucas formas bem definidas. 

Nesta seção, serão discutidas as estruturas dos polissaca- 
rídeos mais simples, os dissacarídeos, e então consideradas 
as estruturas e propriedades das classes mais abundantes de 
polissacarídeos. Inicia-se por demonstrar como as estruturas 
polissacarídicas foram elucidadas. 

A. Análise de carboidratos 

A purificação dos carboidratos pode, de modo geral, ser efe- 
tuada por procedimentos eletroforéticos e cromatográficos 
semelhantes àqueles usados para purificação de proteínas 
(Seções 6.3 e 6.4), apesar da cromatografia em camada delga- 
da (CCD; Seção 6.3Dd) ser também usada largamente. A cro- 
matografia de afinidade (Seção 6.3C), usando proteínas imo- 
bilizadas conhecidas como lectinas (do latim: legere, pegar ou 
escolher), é uma técnica poderosa nesse sentido. As lectinas 
são proteínas que ligam açúcares que foram descobertas em 
plantas, mas que, atualmente, são encontradas em todos os 
organismos, onde participam de uma grande variedade de 
processos de sinalização, de reconhecimento célula-célula e 
de adesão, assim como no direcionamento de proteínas sin- 
tetizadas recentemente para suas localizações celulares espe- 
cíficas (Seção 12.4Cg). As lectinas reconhecem um ou mais 
monossacarídeos específicos com ligações específicas a outros 
açúcares em oligossacarídeos, geralmente com especificidade 
sofisticada. Suas interações proteína-carboidrato incluem 
múltiplas ligações de hidrogênio, as quais frequentemente in- 
cluem moléculas que se ligam à agua, e o empacotamento das 
porções de açúcares hidrofóbicos contra as cadeias laterais 
aromáticas (Fig. 11.12). Entre as lectinas mais caracterizadas 
estão a concavalina A, de feijão-de-porco (Fig. 8.40), a qual 
liga especificamente resíduos de a-D-glicose e a-D-manose, 
e a aglutinina, de trigo (denominada dessa forma por causar 
aglutinação celular), que se liga especificamente ao ácido p'" 
-Ã-acetilmurâmico e ao ácido a-JV-acetilneuramínico. 

A caracterização de um oligossacarídeo requer que as 
identidades, os anômeros, as ligações e a ordem de seus com- 
ponentes monossacarídicos sejam elucidados. As ügações 
dos monossacarídeos podem ser determinadas por meio de 
análise de metilação (também chamada de análise de perme- 
tilação), uma técnica usada pela primeira vez por Norman 
Haworth em 1930: metil-êteres que não no átomo de C anô- 
mero são resistentes à hidrólise ácida, mas ligações glicosídi- 
cas não. Consequentemente, se um oligossacarídeo é metilado 
exaustivamente e, então, hidrolisado, os grupos OH livres nos 
oligossacarídeos metilados resultantes marcam as posições 
anteriores das ligações glicosídicas. Os monossacarídeos 
metilados são muitas vezes identificados por cromatografia 
gasosa (CGL; uma técnica em que a fase estacionária é um 
sólido inerte, como terra de diatomãceas, impregnado com 
um líquido de baixa volatilidade, como um óleo de silicone, 
e a fase móvel é um gás inerte, como o He, no qual a amos- 



FIGIÍRA 11.12 Ligação de carboidrato por uma lectina na 
estrutura por raios X de uma gaIectina-2 humana em complexo 
com o dissacarídeo lactose. Esta lectina primariamente liga 
resíduos de p-D-galactose. A estrutura está desenhada em forma 
de bastões eom os átomos C e O dos resíduos de galactose da 
lactose (Gal) e glicose (Glc) em verde e vermelho, e as cadeias 
laterais do aminoácido galactina-2 em lilás. As ligações de hi- 
drogênio entre as cadeias laterais da proteína e os resíduos de 
açúcar estão representadas por linhas amarelas tracej adas. (Cor- 
tesia de Hakon Leffler, Lund University, Suécia. PDBid 1HLC.) 

tra tenha sido evaporada), combinada com espectrometria 
de massa (CGL/EM). Técnicas de HPLC também podem 
ser usadas. Outras técnicas de espectrometria de massa para 
analisar substâncias não voláteis são discutidas na Seção 7.11. 
Embora, todas as aldoses e as cetoses com o mesmo número 
de átomos de C sejam isômeros (Figs. 11-1 e 11-2) e, portan- 
to, tenham massas moleculares idênticas, eles têm padrão de 
fragmentação característicos. 

A sequência e as configurações anoméricas dos monos- 
sacarídeos em um oligossacarídeo podem ser determinadas 
por meio da utilização de exoglicosidases específicas. Essas 
enzimas hidrolisam especificamente seus monossacarídeos 
correspondentes a partir das extremidades não redutoras dos 
oligossacarídeos (as extremidades que não apresentam um 
átomo de carbono anomérico livre) de uma forma análoga 
à ação das exopeptidases em proteínas (Seção 7.1Ab). Por 
exemplo, a p-galactosidase retira o anômero p terminal da 
galactose, enquanto a a-manosidase faz o mesmo com o anô- 
mero a da manose. Algumas dessas exoglicosidases também 
demonstram especificidade pela aglicona, as cadeias de açú- 
cares nas quais está ligado o monossacarídeo a ser retirado 
(a glicona) . Por meio do uso de espectrometria de massa, a 
sequência de um polissacarídeo pode ser deduzida a partir 
da diminuição de massa gerada por exoglicosidases. O uso 
de endoglicosidases (hidrolases que rompem ligações glico- 
sídicas entre resíduos de açúcares não terminais) de especifi- 
cidades variadas podem também fornecer informações úteis 
das sequências. Os espectros de RM de prótons e de 13 C de 
oligossacarídeos podem fornecer a sequência completa de 
um oligossacarídeo, caso haja material suficiente disponível. 
De uma forma geral, técnicas de RM bidimensionais (Seção 
8.3Ac) podem revelar as estruturas dos oligossacarídeos (i.e., 
ver Seção 11.2Eb). 
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B. Dissacarídeos 

Iniciam-se os estudos dos polissacarídeos considerando os 
dissacarídeos (Fig. 11.12). A sacarose, o dissacarídeo mais 
abundante, pode ser encontrado em todo o reino vegetal e 
nos é familiar como o açúcar de mesa. A sua estrutura (Fig. 
11.12) foi estabelecida por meio da análise por metilação 
como descrito anteriormente e confirmada pela sua estru- 
tura por raios X. Para nomear polissacarídeos sistematica- 
mente, deve-se especificar seus compostos monossacarídicos, 
seus tipos de anéis, suas formas anoméricas e como os mo- 
nossacarídeos estão ligados. A sacarose é, portanto, 0-a-D- 
glicopiranosil-(l — > 2)-p-D-frutofuranosídeo, onde o símbolo 
(1 — > 2) indica que a ligação glicosídica liga o Cl do resíduo 
de glicose ao C2 do resíduo da frutose. Observe que, uma vez 
que essas duas posições são os átomos de carbono anoméri- 
cos de seus respectivos monossacarídeos, a sacarose não é 
um açúcar redutor (como indica o sufixo ideo) . 

A hidrólise da sacarose para D-glicose e D-frutose é 
acompanhada por uma troca na rotação ótica da direita {dex- 
tro) para a esquerda (levo). Consequentemente, a sacarose 
hidrolisada é algumas vezes chamada de açúcar invertido e a 
enzima que catalisa esse processo, a ce-D-glicosidase, antiga- 
mente era denominada de invertase. 

A lactose [0-p-D-galactopiranosil-(l — > 4)-D-glicopira- 
nose], ou açúcar do leite, (Fig. 11.13) ocorre naturalmente 
somente no leite, onde sua concentração varia de 0 a 7%, 
dependendo da espécie. O carbono anomérico livre do seu 
resíduo de glicose faz da lactose um açúcar redutor. 

Crianças normalmente apresentam a enzima intestinal 
(S-D-galactosidase ou lactase, que catalisa a hidrólise da lac- 
tose em seus componentes monossacarídicos para serem ab- 
sorvidos pela corrente sanguínea. Muitos adultos, entretanto, 
incluindo a maioria dos africanos e quase todos os asiáticos, 
apresentam um nível baixo dessa enzima (como a maioria 
dos mamíferos adultos, uma vez que eles normalmente não 
bebem leite). Consequentemente, a maior parte da lactose 
em qualquer leite que eles bebam move-se pelo seu trato di- 
gestivo para o colo, onde a sua fermentação bacteriana pro- 
duz grandes quantidades de C0 2 , H 2 e ácidos orgânicos irri- 
tantes. Isso resulta na embaraçosa e, muitas vezes, dolorida 
irritação digestiva denominada intolerância à lactose. T alvez 
esse seja o motivo pelo qual a cozinha chinesa, conhecida 
pela ampla variedade de nutrientes que utiliza, é desprovi- 
da de produtos lácteos. Entretanto, adultos de populações 
com tradição de pastoreio de gado, principalmente do norte 
europeu e certos grupos africanos, expressam normalmente 
o gene da lactase e, portanto, podem beber leite sem pro- 
blemas. A tecnologia alimentícia moderna vem aj udando os 
apreciadores do leite que desenvolvem intolerância à lactose: 
produtos lácteos em que a lactose foi hidrolisada enzimatica- 
mente e pílulas contendo lactase encontram-se amplamente 
disponíveis atualmente. 

Existem vários dissacarídeos glicosil-glicose comuns. Esses 
incluem a maltose [0-a-D-glicopiranosil-(l ->4)-D-glicopirano- 
se], um produto de hidrólise enzimática do amido; a isomaltose, 
seu isômero a(l — » 6); e a celobiose, seu isômero (3(1 -» 4), o 
dissacarídeo repetitivo da celulose. 

Somente poucos tri- ou oligossacarídeos mais longos 
ocorrem na natureza. Não surpreendentemente, todos eles 
ocorrem em plantas. 
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FIGURA 11.13 Vários dissacarídeos comuns, wo Ver Exercício 
de cine imagem 7.2 

C. Polissacarídeos estruturais: celulose e quitina 

As plantas têm paredes celulares rígidas (Fig. 1 .9) que, com 
o objetivo de manter suas formas, devem ser capazes de su- 
portar diferenças da pressão osmótica entre os espaços extra 
e intracelular de até 20 atm. Em plantas grandes, como as ár- 
vores, as paredes celulares também têm uma função de sus- 
tentação. A celulose, o principal componente estrutural das 
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FIGURA 11 .14 Micrografia eletrônica das fibras de celulose 
na parede celular da alga Chaetomorpha melagonium. Obser- 
ve que a parede celular consiste em camadas de fibras paralelas. 
(Biophoto Associates/Photo Researchers.) 

paredes celulares de plantas (Fig. 11.14), é responsável por 
mais da metade do carbono da biosfera: estima-se que ~10 1;> 
kg de celulose sejam sintetizados e degradados anualmente. 
Apesar da celulose ser predominantemente de origem vege- 
tal, ela também ocorre na parte externa do manto dos tunica- 
dos, invertebrados marinhos ( urocordatos; Fig. 1.11). 



FIGURA 11.15 A estrutura primária da celulose. Aqui, n 
pode ser milhares. 


A estrutura primária da celulose foi determinada por 
meio de análise por metilação. A celulose é um polímero li- 
near de até 15.000 resíduos de D-glicose (um glicano) liga- 
dos por ligações glicosídicas (3(1 — » 4) (Fig. 11.15). Em geral, 
grandes polissacarídeos não têm tamanho definido, pois não 
existe um molde geneticamente determinado que direciona 
sua síntese, diferentemente do que acontece com as proteí- 
nas e os ácidos nucleicos. 

Estudos por raios X das fibras de celulose levaram 
Anatole Sarko a propor a estrutura esquematizada na Fig. 
11.16. Essa estrutura altamente coesiva, unida por ligações 
de hidrogênio, confere às fibras de celulose uma força excep- 
cional e as torna insolúveis em água apesar das suas proprie- 
dades hidrofüicas. 


FIGURA 11.16 Modelo estrutural proposto para a celu- 
lose. As fibras de celulose consistem em ~40 cadeias pa- 
ralelas de glicanos, arrumadas de forma estendida. Cada 
unidade de glicose unida por ligações (3(1 — >4) na cadeia 
apresenta uma rotação de 180° em relação ao resíduo 
anterior e é mantida nessa posição por ligações de 
hidrogênio intracadeia ( linhas tracejadas). A cadeia 
de glicano alinha-se lateralmente para formar fo- 
lhas e essas folhas são empilhadas verticalmente 
de forma que elas ficam sustentadas pela metade 
do comprimento de uma unidade de glicose. A 
montagem inteira é estabilizada por ligações de 
hidrogênio intermoleculares entre as unidades 
de glicose das cadeias vizinhas. Os átomos de 
hidrogênio que não participam das ligações q 
de hidrogênio foram omitidos da figura 
para ficar mais claro. (Ilustração, Irving 
Geis Image da Irving Geis Collection 
Howard Hughes Medicai Institute, ' " - - 

EUA. Reproduzido com autorização.) 
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Em paredes celulares de plantas, as fibras de celulose 
estão embebidas e interligadas por uma matriz de vários po- 
lissacarídeos que são compostos por glicose, assim como por 
outros monossacarídeos. Na madeira, essa matriz cimentada 
contém também uma grande porção de lignina, um polímero 
fenólico parecido com plástico. Quando se observa uma árvo- 
re alta sob um forte vento pode-se perceber a força enorme 
das paredes celulares das plantas. Do ponto de vista da enge- 
nharia, eles são “materiais de construção”, assim como o con- 
creto é reforçado por barras de aço. Materiais de construção 
podem suportar grandes estresses porque a matriz distribui 
uniformemente esse estresse entre os elementos de reforço. 

Apesar dos vertebrados não possuírem uma enzima capaz 
de hidrolisar as ligações [3(1 -» 4) da celulose, o trato digesti- 
vo dos herbívoros contém microrganismos simbiontes que se- 
cretam uma série de enzimas, conhecidas coletivamente como 
celulases, para realizar essa hidrólise. O mesmo é verdadeiro 
para os cupins. Mesmo assim, a degradação da celulose é um 
processo lento, porque suas cadeias de glicanos unidas por 
ligações de hidrogênio e firmemente empilhadas não são fa- 
cilmente acessíveis à celulase e não se separam prontamente 
mesmo após a hidrólise de muitas das suas ligações glicosí- 
dicas. A digestão de plantas fibrosas, como a pastagem, por 
herbívoros é portanto um processo mais complexo e vagaroso 
do que a digestão da carne por carnívoros (vacas, p. ex., têm 
estômago poiigástrico e devem ruminar o bolo alimentar). 
De forma semelhante, a decomposição de plantas mortas por 
fungos, bactérias e outros organismos e a destruição de casas 
de madeira por cupins frequentemente levam anos. 

A quitina é o principal componente estrutural do exo- 
esqueleto de invertebrados, como crustáceos, insetos e ara- 
nhas, e é também um importante constituinte da parede 
celular da maioria dos fungos e de muitas algas. Estima-se 
que ~10 14 kg de quitina são produzidas anualmente, a maior 
parte nos oceanos, e portanto é quase tão abundante quan- 
to a celulose. A quitina é um homopolímero de resíduos de 
A-acetil-D-glicosamina ligados por ligações [3(1 — > 4) (Fig. 
11.17). A quitina se diferencia quimicamente da celulose 
apenas porque cada grupo OH do C2 é substituído por uma 
função acetamida. A análise por raios X indica que a quitina 
e a celulose possuem estruturas semelhantes. 

D. Po lissaca ride os de reserva; amido e glicogênio 

a. Amido é um alimento de reserva em plantas e um 
nutriente importante para os animais 
O amido é uma mistura de glicanos que as plantas sintetizam 
como sua principal reserva de alimento. Está depositado no 
citoplasma das células de plantas como grânulos insolúveis 
compostos por a-amilose e amilopectina. A a-amilose é um 
polímero linear de milhares de resíduos de glicose ligados 
por ligações a(l — » 4) (Fig. 11.18a). Observe que, apesar da 
a-amilose ser um isômero da celulose, ela tem propriedades 
estruturais muito diferentes. Isso ocorre porque as ligações 
(3-ghcosídicas da celulose causam nos resíduos sucessivos de 
glicose uma rotação de 180° em relação ao resíduo anterior, 
então o polímero assume uma conformação completamen- 
te distendida e facilmente empilhável (Fig. 11.16). Por outro 
lado, as ligações a-glicosídicas da a-amilose fazem com que 
ela adote uma conformação heücoidal irregularmente agre- 
gada (Fig. 11.186). 




FIGUR/ 11.17 Estrutura primária da quitina. A quitina é um 
homopolímero de A-acetil-o-glicosaminas unidas por ligações 
(3(1 —> 4). 


(a) 





n 



FIGURA 11.18 a-amilose. (a) Os resíduos de D-glicose da 
a-amilose estão unidos por ligações a(l — > 4) (em vermelho). 
Aqui, n são milhares, (b) Esse polímero de repetições regulares 
forma uma hélice voltada para a esquerda com —6 resíduos de 
glicose por volta. Observe as grandes diferenças na estrutura 
e nas propriedades que resultam da mudança das ligações 
a(l — > 4) da a-amilose para as ligações (3(1 — > 4) da celulose 
(Fig. 11.16). (Ilustração, Irving Geis Image da Irving Geis Col- 
lection Howard Hughes Medicai Institute, EUA. Reproduzida 
com autorização.) 



370 Do na 1 d Voet / Judith G. Voet 


(a) 


ch 2 oh 


ch 2 oh 


Ramificação 



Ov H H 


K ~0 J 


H OH 


ch 2 oh 


ch 2 oh 



Ponto de ramificação ct(l — *■ 6} 


CH. 


Cadeia 
principal 



Ov H H 


Ov H H 



CH 2 OH 


Ov H H 




H OH 


H 


OH H 

Amilopectina 


OH 


H OH 


FIGURA 11.19 Amilopectina. (a) Sua estrutura pri- { J 
mária próxima de um de seus pontos de ramificação 
a(l — > 6) (em vermelho), (b) A sua estrutura em forma 
de arbusto, com os resíduos de glicose indicados em ver- 
melho. A distância efetiva entre os pontos de ramificação 
varia de 24 a 30 resíduos de glicose. O glico gênio tem uma 
estrutura semelhante, mas apresenta ramificações a cada 
8 a 14 resíduos. 

A amilopectina consiste principalmente em resíduos de 
glicose unidos por ligações a(l -* 4), mas é uma molécula 
ramificada com pontos de ramificação a(l — > 6) a cada 24 a 
30 resíduos de glicose, em média (Fig. 11.19). As moléculas 
de amilopectina contêm até IO* 1 resíduos de glicose, o que co- 
loca essas moléculas entre as maiores moléculas presentes na 
natureza. O armazenamento de glicose sob a forma de amido 
reduz muito a alta pressão osmótica intracelular que resulta- 
ria do seu armazenamento na forma monomérica, porque a 
pressão osmótica é proporcional ao número de moléculas do 
soluto em um dado volume. 

b. A digestão do amido ocorre em estágios 
A digestão do amido, a principal fonte de carboidrato na 
dieta humana, inicia na boca. A saliva contém a-amilase, a 
qual hidrolisa aleatoriamente todas as ligações glicosídicas 
a(l —►4) do amido, exceto suas ligações mais externas e 
aquelas próximas às ramificações. Quando os alimentos que 
foram bem mastigados chegam ao estômago, onde a acidez 
inativa a a-amilase, o tamanho médio das cadeias de amido 
foi reduzido de milhares para menos que oito unidades de 
glicose. A digestão do amido continua no intestino delgado 
sob a influência da a-amilase pancreática, que é semelhante 
à enzima salivar. Essa enzima degrada o amido a uma mistu- 
ra do dissacarídeo maltose, o trissacarídeo maltotriose, que 
contém três resíduos de glicose ligados por ligações a(l — > 4), 
e oligossacarídeos conhecidos como dextrinas, que contêm 
ramificações a(l —> 6). Esses oligossacarídeos são hidrolisa- 
dos aos seus componentes monossacarídeos por enzimas es- 
pecíficas contidas na membrana ciliada da mucosa intestinal: 
uma a-glicosidase, que remove um resíduo de glicose por vez 
dos oligossacarídeos, uma a-dextrmase ou enzima desrami- 
ficadora, que hidrolisa ligações a(l— >6) e a(l->4), a sacarase 
e, pelo menos em crianças, a lactase. Os monossacarídeos re- 
sultantes são absorvidos pelo intestino e transportados para 
a corrente sanguínea (Seção 20.4A). 



m 


c. O glicogênio é o “amido animal” 

O glicogênio, o polissacarídeo de reserva dos animais, está 
presente em todas as células, mas é mais abundante no mús- 
culo esquelético e no fígado, onde ocorre como grânulos 
citoplasmáticos (Fig. 11.20). A estrutura primária do glico- 
gênio assemelha-se à amilopectina, mas o glicogênio é mais 
ramificado, com pontos de ramificações ocorrendo a cada 8 
a 14 resíduos de glicose. Entretanto, o grau de polimerização 
do glicogênio é semelhante ao da amilopectina. Na célula, o 
gücogênio é degradado para uso metabólico pela glicogênio- 
-fosforilase, que quebra as ligações a(l — > 4) do glicogênio 
de forma sequencial da parte interna até as suas extremida- 
des não redutoras, formando glicose-l-fosfato. A estrutura 
altamente ramificada do glicogênio, que tem muitas extremi- 
dades não redutoras, permite a rápida mobilização de glico- 
se em períodos de necessidade metabólica. As ramificações 
a(l — > 6) do glicogênio são clivadas pela enzima desramifica- 
dora. Essas enzimas desempenham papel importante no me- 
tabolismo da glicose e serão abordadas mais profundamente 
na Seção 18.1. 

E. GUcosaminoglicanos 

Os espaços extracelulares, especialmente aqueles dos te- 
cidos conectivos, como as cartilagens, os tendões, a pele e 
as paredes dos vasos sanguíneos, consistem em fibras de 
elastina e colãgeno (Seção 8.2B) embebidas em uma matriz 
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FIGURA 11.20 F otomicr ografia mostrando os grânulos de 
glicogênio (em rosa) do citoplasma de uma célula hepática. Os 

objetos esverdeados são as mitocôndrias, e o objeto amarelado 
é um glóbulo de gordura. Observe que os grânulos de glico- 
gênio tendem a formar agregados. O conteúdo de glicogênio 
do fígado pode alcançar até 10% do seu peso líquido. (CNRI/ 
Science Photo Library/Photo Researchers, Inc.) 


gelatinosa conhecida como matriz extracelular. A matriz 
extracelular é composta principalmente por glicosamino- 
glicanos (GAGs; alternativamente, mucopolissacarídeos), 
polissacarídeos não ramificados de resíduos alternados de 
ácido urônico e hexosamina. As soluções de GAGs têm 
uma consistência gelatinosa e muco ide, resultante da sua 
alta viscosidase e elasticidade. Nos próximos parágrafos, 
será discutida a origem estrutural dessas importantes pro- 
priedades mecânicas. 

a. Ácido hialurônico 

O ácido hialurônico (também chamado hialuronana) é um 
importante componente dos GAGs da matriz extracelular, do 
líquido sino vi al (o fluido que lubrifica as articulações) e do 
humor vítreo dos olhos. Ele também ocorre nas cápsulas que 
circundam certas bactérias, em geral patogênicas. As molécu- 
las de ácido hialurônico são compostas por 250 a 25.000 unida- 
des dissacarídicas ligadas por ligações [3(1 — » 4) que consistem 
em ácido D-glicurônico e A-acetil-D-glicosamina ligados por 
uma ligação (3(1 3) (Fig. 11.21). O caráter aniônico dos seus 

resíduos de ácido glic urônico faz o ácido hialurônico ligar-se 
firmemente a cátions, como o K + , o Na e o Ca 2 ' . A análise de 
fibras por raios X indica que o hialuronato de Ca 2 " forma uma 
longa hélice de fita simples voltada para a esquerda, com ~3 
unidades dissacarídicas por volta (Fig. 11.22). 



Hialuronato 





-6-sulfato 

Queratan- sulfato 



-6-sulfato 

C ondr oit ina-6- sulfat o 



-6-sulfato 

Heparina 


FIGURA 11.21 As unidades repetitivas de dissacarideos de glicosaminoglicanos frequentes. Os grupos aniônicos estão desenha- 
dos em vermelho e seus grupos 7V-acetilamido estão desenhados em azuL jfb Ver Exercício de cineimagem 7.3 
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FIGURA 11.22 Estrutura por raios X da fibra de hialuronato 

de Ca 2+ . As três unidades dissacarídicas consecutivas da fibra 
do hialuronato estão desenhadas na forma de bastões com áto- 
mos coloridos de acordo com o C do glicuronato em verde, o 
C do ZV-acetil-D -glicos amin a em ciano, o H em branco, o N em 
azul e o O em vermelho. Os íons Ca z estão representados por 
esferas azuis. O poliânion do hialuronato forma uma extensa 
hélice de fita simples voltada para a esquerda com uma volta de 
28,3 A e ~3 unidades dissacarídicas por volta, que é estabiliza- 
da por ligações de hidrogênio intramoleculares ( Unhas traceja- 
das). As posições dos átomos de H são inferidas e portanto os 
átomos de H dos grupos OH não estão mostrados. (Com base 
na estrutura por raios X de uma fibra, obtida por Struther Ar- 
nott, Purdue University, EUA. PDBid 4HYA.) 

As características estruturais do hialuronato combinam 
com a sua função biológica. A sua alta massa molecular e 
seus numerosos grupos aniônicos mutuamente repelentes 
fazem do hialuronato uma molécula alargada, rígida e al- 
tamente hidratada, que, em solução, ocupa um volume 
~ 1 .000 vezes maior do que em seu estado seco. As soluções 
de hialuronato, portanto, apresentam uma viscosidade que 
depende da compressão a que estão expostas (um objeto 
comprimido tem forças iguais e opostas aplicadas ao longo 
de suas faces opostas). Sob baixa pressão, as moléculas de 
hialuronato formam massas emaranhadas que dificultam o 
fluxo; isto é, a solução é bastante viscosa. Quando a pressão 
aumenta, as rígidas moléculas de hialuronato tendem a se 
alinhar com o fluxo, oferecendo então menor resistência. 
Esse comportamento viscoelãstico torna as soluções de 
hialuronato excelentes absorventes de impacto biológico e 
lubrificantes. 

O ácido hialurônico e outros glicosaminoglicanos (ver a 
seguir) são degradados pela hialuronidase, que hidrolisa as 
ligações 3(1 — > 4). A hialuronidase está presente em uma 
variedade de tecidos animais, em bactérias (onde provavel- 
mente acelera sua invasão ao tecido animal) e em toxinas de 
insetos e serpentes. 

b. Outros glicosaminoglicanos 

Os outros componentes glicosaminoglicânicos da matriz ex- 
tracelular consistem em 50 a 1.000 unidades dissacarídicas 
sulfatadas, que ocorrem em proporções que são dependentes 
do tecido e da espécie. As estruturas mais abundantes dessas 
substâncias geralmente heterogêneas são (Fig. 11.21): 

1. A condroitina-4-sulfato (do grego: chondros, cartila- 
gem), um importante componente das cartilagens e outros 


tecidos conectivos, tem resíduos ZV-acetil-D-galactosamina-4- 
sulfato no lugar dos resíduos de iV-acetil-D-glicosamina do 
hialuronato. 

2. A condroitina-6-sulfato é sulfatada na posição C6 dos 
seus resíduos de ZV-acetil-D-galactosamina. Os dois sulfatos 
de condroitina ocorrem separadamente ou em misturas, de- 
pendendo do tecido. 

3. O dermatan-sulfato (do grego: derma, pele), o qual é 
denominado dessa forma pela sua abundância na pele, dife- 
rencia-se da condroitina-4-sulfato somente pela inversão da 
configuração do C5 do resíduo 3 -d- glicuronato, formando 
a-L-iduronato. Isso resulta da epimerização enzimática des- 
ses resíduos após a formação de condroitina. A epimerização 
é, em geral, incompleta, desta forma o dermatan-sulfato tam- 
bém contém resíduos de glicuronato. 

4. O queratan-sulfato (do grego: keras, chifre; não deve 
ser confundido com a proteína quer atina) consiste principal- 
mente em resíduos alternados de D-galactose e vV-acetil-D- 
glicosamina-6-sulfato ligados por ligações [3(1 —> 4) (e, por 
isso, não apresenta resíduos de ácido hialurônico). É um 
componente de cartilagem, osso, córnea, assim como cabelo, 
unhas e chifre. O queratan-sulfato é o mais heterogêneo dos 
principais GAGs, considerando que seu conteúdo sulfatado 
é variável e contém pequenas quantidades de fucose, mano- 
se, ZV-acetilglicosamina e ácido siálico. 

5. A heparina é um GAG sulfatado de forma variada que 
contém predominantemente resíduos de L-iduronato-2-sul- 
fato e A-sulfo-D-glicosamina-6-sulfato ligados por ligações 
a(l— >4). Apresenta uma média de 2,5 resíduos de sulfato por 
unidade dissacarídica, o que a torna o polímero mais carre- 
gado negativamente nos tecidos dos mamíferos (Fig. 11.23). 
A heparina, diferentemente dos GAGs anteriores, não é um 
constituinte do tecido conectivo, mas ocorre quase que ex- 
clusivamente nos grânulos intracelulares dos mastótitos que 
revestem as paredes das artérias, especialmente no fígado, 
nos pulmões e na pele. Ela inibe a coagulação sanguínea, e 
sua liberação, decorrente de uma lesão, previne a formação 
indiscriminada de coágulos (Seção 35.1Ea). Por isso, a hepa- 
rina é amplamente usada para inibir a formação de coágulos, 



FIGURA 11.23 Estrutura por RM da heparina. Três unidades 
de dissacarídeos consecutivas deste polímero helicoidal são 
mostradas em forma de bastões. Os átomos estão coloridos de 
acordo com o tipo, com C da glicosamina em verde, iduronato 
C em ciano, H branco, N azul, O vermelho e S em amarelo. A 
unidade de repetição helicoidal é dois dissacarídeos com um 

D 

passo de 17,5 A. Note a alta densidade dos grupos de sulfato 
aniônicos. (Com base em uma estrutura por RM obtida por 
Barbara Mulloy e Mark Forster, National Institute for Biologi- 
cal Standards and Control, Herts, Reino Unido. PDBid 1HPN.) 
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por exemplo, em pacientes pós-cirúrgicos. O heparan-sulfa- 
to, um componente ubíquo da superfície celular assim como 
uma substância extracelular das paredes dos vasos sanguí- 
neos e do cérebro, é semelhante à heparina, mas tem uma 
composição mais variável com menor número de grupos N- e 
O-sulfatos e mais grupos A-acetil. 

3 GLICOPROTEÍNAS 

Até aproximadamente 1960, acreditava-se que os carboi- 
dratos eram compostos sem importância, que seriam prova- 
velmente algum tipo de enchimento inerte. Os químicos de 
proteínas consideravam esses compostos um incômodo que 
complicava a “purificação” de proteínas. Na verdade, as pro- 
teínas eucarióticas em sua maioria são glicoproteínas, isto é, 
elas estão ligadas covalentemente a carboidratos. As glico- 
proteínas variam em seu conteúdo de carboidratos de < 1 % 
a > 90% do seu peso. Elas ocorrem em todas as formas de 
vida e possuem funções que abrangem todo o espectro de 
atividades proteicas, incluindo as das enzimas, das proteínas 
de transporte, dos receptores, dos hormônios e das proteínas 
estruturais. Suas porções de carboidratos têm vários papéis 
de importância biológica, mas, em muitos casos, suas funções 
ainda são desconhecidas. 

As cadeias polipeptídicas das glicoproteínas, como 
aquelas de todas as proteínas, são sintetizadas sob controle 
genético. Suas cadeias de carboidratos, por outro lado, são 
produzidas de forma enzimática e ligadas covalentemente 
ao polipeptídeo sem o rígido controle dos moldes dos ácidos 
nucleicos. As enzimas processadoras geralmente não estão 
disponíveis em quantidades suficientes para assegurar a sín- 
tese de produtos uniformes. Portanto, as glicoproteínas pos- 
suem composições variáveis de carboidratos, um fenômeno 
conhecido como micro-heterogeneidade, que dificulta a sua 
purificação e caracterização. 


Nesta seção, serão consideradas as estruturas e proprie- 
dades das glicoproteínas. Em especial, serão estudadas as 
glicoproteínas do tecido conectivo, das paredes de células 
bacterianas e várias glicoproteínas solúveis. Finaliza-se con- 
siderando os princípios gerais da estrutura e a função das gli- 
coproteínas. 

A. Proteoglicanos 

As proteínas e os glicosaminoglicanos na substância fun- 
damental, na lâmina basal (membrana basal; a fina matriz 
extracelular que separa as células epiteliais [as células que 
revestem cavidades corporais e superfícies livres] das células 
subjacentes) e em membranas celulares agregam-se cova- 
lentemente e não covalentemente para formar um grupo 
diverso de macromoléculas denominadas proteoglicanos. 
Proteoglicanos consistem em uma proteína central à qual 
pelo menos uma cadeia de glicosaminoglicanos, em geral 
queratan-sulfato e/ou condroitina-sulfato, está ligada covalen- 
temente. Vários tipos de proteínas centrais foram caracteri- 
zados (Tabela 11.1). Os proteoglicanos parecem ter papéis 
múltiplos, notavelmente como organizadores da morfologia 
tecidual, por meio das interações com moléculas como o co- 
lágeno; como filtros seletivos que controlam a passagem de 
moléculas de acordo com o seu tamanho e/ou carga; e como 
reguladores da atividade de outras proteínas, especialmente 
das proteínas envolvidas na sinalização celular (ver a seguir) . 

Microfotografias eletrônicas, como a da Fig. 11.24o, jun- 
tamente com experimentos de reconstituição, indicam que 
os proteoglicanos podem formar complexos enormes. Por 
exemplo, o agre cano, o principal proteoglicano que compõe 
a cartilagem, tem uma estrutura molecular semelhante a uma 
escova para lavar garrafa (Fig. 11.246), cujas “cerdas” de uni- 
dades proteoglicanas são fixadas não covalentemente a um 
“esqueleto” filamentoso de ácido hialurônico em intervalos 
de 200 a 300 À. Os agrecanos apresentam três domínios, O 


TABELA 11.1 Propriedades de alguns proteoglicanos 


Proteoglicanos 

Massa molecular 
aproximada das proteínas 
centrais (kDa) 

Tipo de 

glicosaminoglicanos 

(Número)* 

Proteoglicanos que interagem com o ácido hialurônico 



Agrecano 

220 

CS (-100), QS (-30) 

Versicano 

265-370 

CS/DS (10-30) 

Neurocano 

136 

CS (3-7) 

Proteoglicanos da lâmina basal 



Perle cano 

400-467 

HS/CS (3) 

Agrina 

250 

HS (3) 

Bamacano 

138 

CS (3) 

Proteoglicanos pequenos ricos em leucina 



Decorina 

40 

DS/CS (1) 

Fibromodulina 

42 

QS (2-3) 

Osteoglicina 

35 

QS (2-3) 


* Abre viaturas: CS, condroitina-sulfato; DS, dermatan-sulfato; HS, heparan-sulfato; QS, queratan-sulfato* 
Fonte: Iozzo, R.V., Annu. Rev. Biochem. 67, 611, 626 e 624 (1998). 
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FIGURA 11.24 {página anterior) Proteoglicanos. (a) Uma 
micrografia eletrônica mostrando uma fita central de ácido 
hialurônico, que abrange o campo visual, que comporta várias 
projeções, cada uma constituída por uma proteína central na 
qual estão ligados muitos polissacarídeos protuberantes. (De 
Capian, A.I., Sei. Am. 251(4); 87 (1984). Reproduzida com a 
permissão da Scientific American, Inc.) ( b ) O modelo escova 
para lavar garrafa do proteoglicano. As proteínas centrais, uma 
das quais é mostrada no meio do diagrama, são projetadas a 
partir da fita central do ácido hialurônico. O centro é ancorado 
não covalentemente ao ácido hialurônico pela sua extremida- 
de globular N-terminal em uma associação que é estabilizada 
pela proteína de ligação. O centro tem três regiões de ligação 
de sacarídeos; (1) a região interna liga predominantemente os 
oligossacarídeos por meio de átomos de N da cadeia lateral de 
resíduos de Asn; (2) a região central liga oligossacarídeos, mui- 
tos dos quais carregam cadeias de queratan-sulfato, por meio 
de átomos de O da cadeia lateral de resíduos de Ser e Thr; e (3) 
a região externa liga principalmente cadeias de condroitina-sul- 
fato, que estão ligados à proteína central por meio do trissacarí- 
deo galactose-galactose-xilose, que, por sua vez, está ligado aos 
átomos de O da cadeia lateral dos resíduos de Ser na sequência 
Ser-Gly. A extremidade C-terminal da proteína central do 
agrecano consiste em uma sequência semelhante à íectina. 

domínio N-terminal forma uma região globular de 60 a 70 
kDa que se liga não covalentemente ao ácido hialurônico. 
Essa ligação é estabilizada pela proteína de ligação, de 40 a 
60 kDa, cuja sequência é semelhante ao domínio N-terminal 
do agrecano. O domínio central estendido do agrecano é 
ligado covalentemente a uma série de polissacarídeos, que 
compreendem quase 90% da massa dessa glicoproteína. O 
domínio central é subdividido em três regiões: 

1. Uma região N-terminal, a qual se sobrepõe ao domínio 
globular ligado ao ácido hialurônico, que liga poucas cadeias de 
carboidratos. Esses carboidratos são, em geral, oligossacarídeos 
que estão ligados covalentemente a proteínas pelo átomo de N 
da amida de resíduos específicos de Asn (Seção 11.3Ca). 

2. Uma região rica em oligossacarídeos, muitos deles ser- 
vindo como ponto de apoio para cadeias de queratan-sulfato. 
Esses oligossacarídeos estão ligados covalentemente a áto- 
mos de O das cadeias laterais de resíduos de Ser e Thr. 

3. Uma região C-terminal rica em cadeias de condroitina- 
-sulfato, que estão ligadas covalentemente a átomos de O das 
cadeias laterais dos resíduos de Ser em dipeptídeos Ser-Gly 
por meio do trissacarídeo galactose-galactose-xilose. 

O domínio C-terminal do agrecano contém um módulo se- 
melhante à Íectina, que liga determinadas unidades monossa- 
carídicas. Dessa forma, o agrecano provavelmente atua como 
congregador de vários constituintes da superfície celular e da 
matriz extracelular (ver a seguir). 

De uma forma geral, uma cadeia central de ácido hia- 
lurônico, que varia em comprimento de 4.000 a 40.000 Ã, 
liga não covalentemente até 100 cadeias de agrecanos asso- 
ciados, sendo que cada um deles liga covalentemente —30 
cadeias de queratan-sulfato de até —250 unidades dissaca- 
rídicas cada e —100 cadeias de condroitina-sulfato de até 

1.000 unidades dissacarídicas cada. Isso justifica a enorme 
massa molecular dos agrecanos, que podem apresentar até 

220.000 kDa, e seu elevado grau de polidispersão (faixa de 


massas moleculares). Observe, entretanto, que muitos pro- 
teoglicanos não se ligam ao ácido hialurônico (Tabela 11.1), 
atuando como monômeros. 

a. As propriedades mecânicas da cartilagem são explicadas 
pela sua estrutura molecular 

A cartilagem consiste basicamente em uma malha de fibras 
de colãgeno que é preenchida por proteoglicanos, cujos com- 
ponentes de condroitina-sulfato e proteínas centrais intera- 
gem com o conectivo. A força tênsil da cartilagem e de ou- 
tros tecidos conectivos é, como visto anteriormente (Seção 
8.2B ), uma consequência do seu conteúdo de colágeno. A 
resistência e a elasticidade características da cartilagem, en- 
tretanto, resultam do seu alto conteúdo em proteoglicanos. 
A estrutura em forma de escova dos proteoglicanos, junta- 
mente com o caráter polianiônico do queratan-sulfato e da 
condroitina-sulfato, determinam que esse complexo seja al- 
tamente hidratado. A aplicação de uma pressão na cartila- 
gem empurra a água para longe de suas regiões carregadas 
até que a repulsão carga-carga impede compressões adicio- 
nais. Quando a pressão é liberada, a água retorna. A cartila- 
gem nas articulações, que são desprovidas de vasos sanguí- 
neos, é lubrificada por esse fluxo de líquido ocasionado por 
movimentos corporais. Isso explica por que longos períodos 
de inatividade fazem com que as cartilagens das articulações 
fiquem finas e frágeis. 

b. Proteoglicanos modulam os efeitos de fatores de 
crescimento proteicos 

Os proteoglicanos vêm sendo implicados em uma gran- 
de variedade de processos celulares. Por exemplo, o fator 
de crescimento de fibroblastos (FGF, de fibroblast growth 
factor; fatores de crescimento são proteínas que induzem 
o crescimento e/ou a diferenciação de suas células-alvo es- 
pecíficas; Seção 19.3Aa) liga-se à heparina ou às cadeias 
de heparan-sulfato dos proteoglicanos e somente liga seus 
receptores de superfície celular quando em complexo com 
esses glicosaminoglicanos. Visto que a ligação do FGF à he- 
parina ou ao heparan-sulfato protege o FGF de degradação, 
a liberação desse fator de crescimento da matriz extracelular 
por proteólise das proteínas centrais dos proteoglicanos ou 
pela degradação parcial do heparan-sulfato provavelmente 
proporciona uma fonte importante de complexos ativos de 
FGF-glicosaminoglicanos. Muitos outros fatores de cresci- 
mento interagem com os proteoglicanos de forma semelhan- 
te. Aparentemente, a distribuição abundante e ubíqua dos 
proteoglicanos restringe a ação desses fatores de crescimento 
sobre suas células-alvo por diminuir as distâncias das células 
secretoras de fatores de crescimento, um fenômeno que pro- 
vavelmente influencia muito a formação e a manutenção da 
estrutura tecidual. 

B. Parede ce/u/ar bacteríana 

As bactérias estão rodeadas por paredes celulares rígidas (Fig. 
1.13) que lhes conferem suas formas características (Fig. 1.1) e 
lhes permitem viver em ambientes hipotônicos (concentração 
de sais menor do que a concentração intracelular), que, de ou- 
tra forma, causariam um inchaço osmótico até o rompimento 
(lise) de suas membranas plasmáticas (celulares). As paredes 
celulares bacterianas são de considerável importância médi- 
ca, pois são responsáveis pela virulência bacteriana (poder de 


376 Donald Voet / Judith G. Voet 


(a) Bactérias gram-positivas 


(b) Bactérias gram-negativas 



Peptideoglicano 
(parede celular) 

Membrana 

plasmática 

Citoplasma 



Membrana externa 

Peptideoglicano 
(parede celular) 

Espaço 

periplasmático 

Membrana 

piasmática 

Citoplasma 


FIGURA 3/1,25 Diagrama esquemático comparando os envelopes celulares de (a) bactérias gram-positivas e (6) bactérias gram- 
-negativas. 


causar doenças). Na verdade, os sintomas de muitas doenças 
bacterianas podem ser obtidos em animais simplesmente pela 
injeção de paredes celulares bacterianas. Além disso, os antí 
genos característicos (marcadores imunológicos; Seção 35.2) 
das bactérias são constituintes de suas paredes celulares e 
cápsulas, de modo que a injeção de preparações dessas subs- 
tâncias em um animal muitas vezes provoca imunidade contra 
essa bactéria. Consequentemente, várias vacinas baseadas em 
polissacarídeos bacterianos purificados foram disponibilizadas 
recentemente, incluindo as contra Streptococcus pneumoniae, 
a maior causa de pneumonia, e Neisseria meningitidis , a maior 
causa de meningite. 

As bactérias são classificadas como gram-positivas ou 
gram-negativas, dependendo se elas são ou não coradas pelo 
corante de Gram (Seção 1.1B). As bactérias gram-positivas 
(Fig. 11.25a) apresentam uma parede celular espessa (—250 À) 
ao redor de sua membrana plasmática, enquanto as bactérias 
gram-negativas (Fig. 11.25b) apresentam uma parede celular 
fina (—30 À) coberta por uma membrana externa complexa. 

a. Paredes celulares bacterianas têm uma moldura de 
peptideoglicano 

As paredes celulares de bactérias gram-positivas e gram-ne- 
gativas são constituídas por cadeias polipeptídicas e polissa- 
carídeos ligados covalentemente, que formam uma moldura 
que envolve completamente a célula. Essa substância, cuja 
estrutura molecular foi elucidada em grande parte por Jack 
Strominger, é denominada peptideoglicano ou mureína (do 
latim: murus, parede) . O seu conteúdo polissacarídeo é cons- 
tituído por cadeias lineares de V-acetilglicosamina (NAG) 
e ácido A-acetilmurâmico (NAM) alternados ligados por 
ligações [3(1 — > 4). O resíduo do ácido lático do NAM for- 
ma uma ligação amida com um tetrapeptídeo contendo d- 
-aminoácidos para formar uma unidade de repetição do pep- 
tideoglicano (Fig. 11.26). As cadeias paralelas vizinhas do 
peptideoglicano são covalentemente cruzadas pelas cadeias 
laterais de seus tetrapeptídeos. Na bactéria gram-positiva 
Staphylococcus aureus, cujos tetrapeptídeos apresentam a 
sequência L-Ala-D-isoglutamil-L-Lys-D-Ala, essa ligação cru- 
zada consiste em uma cadeia de pentaglicina que se estende 
do grupo carboxiterminal de um tetrapeptídeo até o grupo 
e-amino da Lys de um tetrapeptídeo vizinho. 

A microscopia de força atômica (MFA; uma técnica de 
imagem que descreve a variação de força entre uma sonda 


que tem um diâmetro de vários nanômetros e uma superfície 
de interesse uma vez que a sonda é escaneada sobre a su- 
perfície; sua resolução é da ordem de alguns angstroms) foi 
usada por Simon Foster para fazer o retrato da parede celu- 
lar da bactéria gram-negativa Bacillus subtilis levando ao se- 
guinte modelo (Fig. 11.27). Várias cadeias de gücanos estão 
interligadas da forma descrita acima para formar uma “cor- 
da” peptideoglicana, a qual, devido a suas torções naturais, 
forma um cabo helicoidal de 50 nm de diâmetro de até 50 
m em comprimento que se enrola ao eixo longo da bactéria 
para formar sua parede celular. Essa estrutura é presumivel- 
mente estabilizada pela formação de interligações covalentes 
entre os segmentos vizinhos da espiral. As paredes celulares 
de bactérias gram-negativas parecem ser apenas uma grossa 
camada, enquanto as de bactérias gram-positivas são consti- 
tuídas por várias dessas camadas. A forma como os peptide- 
oglicanos determinam a forma celular ainda não é conhecida. 

Os D-aminoácidos dos peptideoglicanos tornam-os re- 
sistentes a proteases. Entretanto, a lisozima, uma enzima 
presente na lágrima, no muco e nas secreções corporais de 
outros vertebrados, assim como na clara do ovo, catalisa a 
hidrólise das ligações glicosídicas [3(1 — > 4) entre a NAG e o 
NAM. Consequentemente, o tratamento de bactérias gram- 
-positivas com lisozima degrada as suas paredes celulares, 
resultando em seu rompimento (bactérias gram-negativas 
são resistentes à degradação com lisozima). A lisozima foi 
descoberta em 1922 pelo bacteriologista britânico Alexander 
Fleming após notar que uma cultura bacteriana foi dissolvi- 
da onde caiu muco proveniente de um espirro. A esperan- 
ça de Fleming era que a lisozima pudesse ser um antibiótico 
universal, mas infelizmente ela não tem efeito clínico contra 
bactérias patogênicas. A estrutura e o mecanismo da lisozi- 
ma serão explicados em detalhes na Seção 15.2. 

b. A penicilina mata bactérias por inibir a biossíntese da 
parede celular 

Em 1928, Fleming notou que a contaminação casual de uma 
placa de cultura bacteriana com o fungo Penicillium notatum 
resultou no rompimento das bactérias na proximidade do 
fungo (uma demonstração clara da máxima de Pasteur que a 
sorte favorece uma mente preparada). Isso foi causado pela 
presença de penicilina (Fig. 11.28), um antibiótico produzi- 
do pelo fungo. Ainda assim, as dificuldades de isolamento 
e caracterização da penicilina, devido a sua instabilidade, fi- 
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FIGURA 11.26 Estrutura química do peptideoglicano. (a) A 

unidade de repetição do peptideoglicano é um dissacarídeo de N- 
+ -acetilglicosamina e de ácido iV-acetilmurâmico, cuja cadeia lateral 
3 lactil forma uma ligação amida com um tetrapeptídeo. O tetrapep- 
tídeo de S. aureus está mostrado. O isoglutamato é assim denomi- 
nado porque forma uma ligação amida pelo grupo 7 -carboxila. Em 
algumas espécies, o seu grupo a-carboxilato é substituído por um 
grupo amido para formar a D-isoglutamina e/ou o resíduo L-Lys 
pode ter um grupo carboxüa acrescentado ao seu C e para formar 
o ácido diaminopimélico. (b) O peptideoglicano da parede celular 
bacteriana do S. aureus. Em outras bactérias gram-positivas, as 
pontes de conexão de pentaglicina mostradas aqui podem conter 
diferentes resíduos de aminoácidos, como, por exemplo, Ala ou 
Ser. Em bactérias gram-negativas, as cadeias peptídicas estão liga- 
das diretamente por meio de ligações peptídicas. 


zeram com que se passassem 15 anos antes que a penicilina 
fosse disponibilizada para uso na rotina clínica. A penicilina 
liga especificamente e inativa as enzimas que fazem as liga- 



FIGURA 11.27 Modelo da parede celular de B. subtilh. A pa- 
rede celular consiste em um cabo helicoidal dextrógiro composto 
por vários fios que se enrolam ao redor da membrana plasmática 
da bactéria. A célula tem cerca de 3 pm de comprimento. (Cor- 
tesia de Simon Foster, University of Sheffield, Reino Unido.) 


ções cruzadas das cadeias de peptideoglicanos das paredes 
celulares bacterianas. Visto que a expansão da parede celular 
também necessita da ação de enzimas que degradam paredes 
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FIGURA 11.28 Estrutura da penicilina. A penicilina contém 
um anel tiazólico (em vermelho) fusionado a um anel p-Iactâmi- 
co (em azul). Um grupo R variável é ligado ao anel [3-lactâmÍco 
por meio de uma ligação peptídica. Na benzilpenicilina (penicili- 
na G), um dos vários derivados naturais que são eficazes clinica- 
mente, R é um grupo benzil (~CH24>). Na ampicilina, um deri- 
vado semissintético, R é um grupo aminobenzil [— CH(NH2)4>]. 
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FIGURA 11.29 Inativação enzimática da penicili- 
na. A penicilinase inativa a penicilina ao catalisar a hi- 
drólise de seus anéis p-lactâmicos para formar o áddo 
penicilinoico. 
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celulares, a exposição de bactérias em crescimento à penici- 
lina provoca o seu rompimento ; isto é, a penicilina rompe o 
equilíbrio normal entre biossíntese e a degradação da parede 
celular. Entretanto, uma vez que nenhuma enzima humana 
liga-se à penicilina, esse antibiótico é de baixa toxicidade aos 
humanos, uma necessidade terapêutica. 

Bactérias tratadas com penicilina que são mantidas em 
um meio hipertônico se mantêm intactas, até mesmo quando 
elas não apresentam parede celular. Tais bactérias, que são 
denominadas de protoplastos ou esferoplastos, são esféricas e 
extremamente frágeis, porque elas são encapsuladas somente 
por suas membranas plasmáticas. Os protoplastos lisam ime- 
diatamente quando transferidos para um meio normal. 

A maioria das bactérias resistentes à penicilina secreta 
uma p-lactamase (também conhecida como penicilinase) 
que inativa a penicilina pela clivagem hidrolítica da ligação 
amida do seu anel (3-lactâmico (Fig. 11.29). Entretanto, a ob- 
servação que a atividade da penicilinase varia com a natureza 
do grupo R da penicilina tem permitido o desenvolvimento 
de penicilinas semissintéticas, como a ampicilina (Fig. 11.28), 
as quais são clinicamente efetivas contra linhagens de bacté- 
rias resistentes à penicilina. Além disso, penicilinas são fre- 
quentemente administradas combinadas com inibidores de 
p-lactamase, como o sulbactam. 



Sulbactam 


c. Grupos antigênicos projetam-se das paredes celulares 
bacterianas 

As superfícies de bactérias gram-positivas são cobertas por 
ácidos teicoicos (do grego: teichos, muralhas das cidades), 
responsáveis por até 50% do peso seco das suas paredes ce- 
lulares. Os ácidos teicoicos são polímeros de glicerol ou ribi- 
tol ligados por ligações fosfodiéster (Fig. 11.30). Os grupos 
hidroxila dessas cadeias açúcares-fosfato são substituídos por 
resíduos de D-Ala e sacarídeos como a glicose ou a NAG. 
Os ácidos teicoicos estão ancorados nos peptideoglicanos 
por meio de ligações fosfodiéster ao grupo C6-OH dos seus 
resíduos de NAG. Eles terminam muitas vezes em lípopolis- 
sacarídeos (lipídeos que contêm polissacarídeos; Seção 12.1). 

As membranas externas de bactérias gram-negativas 
(Fig. 11.256) são compostas por lipopolissacarídeos comple- 
xos, proteínas e fosfoüpídeos que estão organizados de uma 
forma complexa. O espaço periplasmático, um compartimen- 


to aquoso que fica entre a membrana plasmática e o pepti- 
deoglicano da parede celular, contém proteínas que trans- 
portam açúcares e outros nutrientes. A membrana externa 
funciona como uma barreira para excluir substâncias perigo- 
sas (como os corantes do Gram). Isso explica a observação 
que as bactérias gram-negativas são menos afetadas pela li- 
sozima e pela penicilina, assim como por outros antibióticos, 
do que as bactérias gram-positivas. 
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FIGURA 11.30 Estrutura do áddo teicoico. Um segmento da 
molécula do ácido teicoico com um esqueleto de glicerol-fosfa- 
to, que abriga resíduos alternados de D-Ala e NAG. 
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'5 URA 11.31 Alguns dos monossacarídeos não usuais que 
ocorrem no antígeno O das bactérias gram-negativas. Estes 
açúcares raramente ocorrem em outros organismos. 


A superfície externa de bactérias gram-negativas é re- 
vestida por polissacarídeos complexos e, muitas vezes, não 
usuais, conhecidos como antígenos O, que marcam cada li- 
nhagem bacteriana de forma única (Fig. 11.31). A observação 
que linhagens mutantes de bactérias patogênicas deficientes 
no seu antígeno O perdem o seu poder patogênico sugere 
que os antígenos O participam no reconhecimento da célula 
hospedeira. Os antígenos O, como o seu próprio nome suge- 
re, são também o meio pelo qual o sistema de defesa imuno- 
lógica do hospedeiro reconhece uma bactéria invasora como 
um organismo estranho (Seção 35. 2A). Como parte de uma 
batalha biológica entre o hospedeiro e o agente patogênico, 
os antígenos O estão sujeitos a rápidas alterações mutaeio- 
nais, gerando novas linhagens bacterianas que o hospedeiro 
inicialmente não reconhece (as mutações se dão nos genes 
que especificam as enzimas que sintetizam os antígenos O) . 

C. Estrutura e função das glicoproteínas 

a. Cadeias de carboidratos das glicoproteínas são bastante 
diversas 

Quase todas as proteínas secretadas e proteínas das membra- 
nas de células eucarióticas são glicosiladas. Na verdade, a gli- 
cosilação de proteínas é mais numerosa do que o somatório 
de todos os outros tipos de modificações pós-traducionais. Os 
oligossacarídeos formam dois tipos de ligações diretas a essas 
proteínas: ligações A-glicosídicas e ligações 0-glicosídicas. 
Análises da sequência das glicoproteínas conduziram às se- 
guintes generalizações a respeito dessas ligações. 

1. Na grande maioria das ligações N-glicosídicas 
(N -ligados), uma NAG ligada por uma ligação p ao nitrogê- 
nio da amida de uma Asn na sequência Asn-X-Ser ou Asn- 
X- Thr, em que X é qualquer aminoácido exceto Pro e, muito 
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FIGURA 11.32 Oligossacarídeos A-ligados. {a) Todas as liga- 
ções proteicas A-glicosídicas ocorrem por meio de uma ligação 
p-A-acetilgíicosamino-Asn, em que a Asn ocorre na sequência 
Asn-X-Ser/Thr (em vermelho ), onde X é qualquer aminoácido. 
(b) Os oligossacarídeos A-ligados geralmente possuem o centro 
(manose) 3 (NAG) 2 ramificado exposto, (c) Alguns exemplos 
dos oligossacarídeos A-ligados. (Segundo Sharon, N., e Lis, H., 
Chem. Eng. News 59(13), 28 (1981).) 
éi Ver Exercício de cineímagem 7.4 
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F lOURA 11.33 Algumas ligações O-glicosídicas de oligossa 
carídeos frequentes em glicoproteínas ( em vermelho ). 


raramente, Asp, Glu, Leu ou Trp (Fig. 11.32a). Os oligossa- 
carídeos nessas ligações apresentam um centro distinto (se- 
quência mais interna; Fig. 11.32 b), cujos resíduos periféricos 
de manose estão ligados à manose ou à NAG. Esses últimos 
resíduos podem, alternativamente, estar ligados a outros re- 
síduos de açúcares, de forma que uma enorme variedade de 
oligossacarídeos A-ligados é possível (i.e., existem — 10 lz he- 
xassacarídeos possíveis, apesar de que apenas uma pequena 
fração deles são sintetizados efetivamente). Alguns oligossa- 
carídeos AT-ligados encontram-se na Fig. 11.32c. 

2. As ligações O -glicosídicas ( O -ligados) mais frequentes 
compreendem o centro dissacarídico fi-galactosil-(l ->3)-a-N- 
-acetilgalactosamina ligado por uma ligação a ao grupo OH 
da Ser ou da Thr (Fig. 11.33a). Menos comumente, a galac- 
tose, a manose ou a xilose formam a-O-glicosídeos com Ser 
ou Thr (Fig. 11.33b). Todas as outras cadeias laterais de ami- 
noácidos contendo hidroxilas formam ocasionalmente liga- 
ções O-glicosídicas: aqueles com Tyr (i.e., na proteína glico- 
genina; Seção 18.2B), 5-hidroxi-Lys (Hyl; i.e., no colágeno; 
Seção 8.2Bb) e 4-hidroxi-Pro (Hyp). Entretanto, parecem 
haver poucas, se algumas, generalizações adicionais que po- 
dem ser feitas sobre os oligossacarídeos unidos por ligações 
O-glicosídicas. Eles variam de tamanho de um único resíduo 
de galactose no colágeno até cadeias de até 1.000 unidades 
dissacarídicas nos proteoglicanos. 

Os glicanos A- liga dos são em torno de 5 vezes mais comuns 
do que os glicanos O-Ügados com apenas —10% de glicopro- 
teínas tendo ambos os tipos de ligações. 

Os oligossacarídeos tendem a estar ligados a proteínas 
em sequências que formam uma curvatura (3. Considerando 
o caráter hidrofflico dessas moléculas, essa constatação suge- 
re que os oligossacarídeos prolongam-se a partir da superfície 
das proteínas ao invés de participarem da sua estrutura inter- 
na. De fato, as poucas estruturas de glicoproteínas analisadas 
por raios X, por exemplo, as estruturas da imunoglobulina G 
(Seção 35.2Ba) e da hemaglutinina do vírus influenza (Seção 
33.4Bb), são compatíveis com essa hipótese. Isso justifica as 
observações que as estruturas proteicas da maioria das gli- 



FIGURA 11.34 Modelo da dinâmica do oligossacarídeo da ri- 
bonuclease B (RNase B) pancreática bovina. As conformações 
permitidas do oligossacarídeo (NAG),(manose) ? (em amarelo ) 
que está ligado a um sítio único na proteína (em roxo ) estão 
mostradas em fotografias instantâneas sobrepostas. (Cortesia 
de Raymond Dwek, Universidade de Oxford, Reino Unido.) 


coproteínas não são afetadas pela remoção de seus oligossa- 
carídeos. 

Estudos teóricos e experimentais indicam que os 
oligossacarídeos apresentam conformações móveis e rapida- 
mente variáveis (Fig. 11.34; o que determina a dificuldade em 
cristalizá-los). Assim, as representações em que os oligossa- 
carídeos são mostrados como estruturas tridimensionais fixas 
não correspondem à realidade. 

b. Carboidratos de glicoproteínas apresentam uma variedade 
de funções 

As células tendem a sintetizar um imenso repertório de uma 
determinada glicoproteína N-ligada, na qual cada espécie va- 
riante (glicoforma) apresenta poucas diferenças na sequência, 
na localização e no número de oligossacarídeos ligados cova- 
lentemente. Por exemplo, uma das glicoproteínas mais sim- 
ples, a ribonuclease B (RNase B) pancreática bovina, é dife- 
rente da RNase A, que é bem caracterizada e não apresenta 
carboidratos (Seção 9.1A), somente pela ligação de um úni- 
ca cadeia oligossacarídica A- ligada. O oligossacarídeo tem 
uma sequência central esquematizada na Fig. 11.35 com uma 
micro-heterogeneidade considerável na posição do sexto re- 
síduo de manose. Os oligossacarídeos não afetam a confor- 
mação nativa, a especificidade com o substrato ou as proprie- 
dades catalíticas da enzima. Porém, a RNase A enovela-se 
em seu estado nativo mais vagarosamente que a RNase B e 


Manose 


I 
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FIGURA 11.35 O oligossacarídeo micro -heterogêneo A-ligado 
da RNase B tem o cerne (NAG) 2 (manose) 5 mostrado. Um sex- 
to resíduo de manose ocorre em posições variadas neste cerne. 
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apresenta tendência de formar agregados. Isso sugere que os 
oligossacarídeos atuam de forma semelhante a chaperonas 
moleculares (Seção 9.2C), provavelmente por proteger um 
segmento hidrofóbico na superfície da proteína. 

O fator estimulante de colônias de granulócitos-macró- 
fagos (GM-CSF) humano, um fator de crescimento protei- 
co de 127 resíduos de aminoácidos que promove o desen- 
volvimento, a ativação e a sobrevivência de células brancas 
do sangue, conhecidas como granulócitos e macrófagos, é 
glicosilado de forma variada em dois sítios AMigados e cin- 
co sítios O- ligados. Por meio da geração de variedades mu- 
tantes de GM-CSF deficientes em um ou ambos sítios de 
A-glicosilação, foi descoberto que a duração do GM-CSF na 
corrente sanguínea aumenta com seus níveis de glicosilação. 
Entretanto, o GM-CSF produzido pela E. coli e, portanto, 
não glicosilado (as bactérias raramente glicosilam as proteí- 
nas que sintetizam), apresenta uma atividade biológica 20 
vezes mais específica do que a glicoproteína natural. 

Como os exemplos anteriores sugerem, nenhuma gene- 
ralização pode ser feita sobre os efeitos de glicosilação nas 
propriedades proteicas; eles devem ser determinados expe- 
rimentalmente caso a caso. Apesar disso, está cada vez mais 
evidente que a glicosilação pode interferir nas propriedades 
proteicas de muitas formas, incluindo o enovelamento da 
proteína, a oligomerização, a estabilidade física, a bioativi- 
dade específica, a taxa de eliminação da corrente sanguínea 
e a resistência a proteases. Portanto, a distribuição de glico- 
formas espécie-específicas e tecido-específicas que cada célula 
sintetiza determina um espectro característico de propriedades 
biológicas. 

c. Gllcoproteínas O-ligadas multas vezes têm funções 
protetoras 

Os polissacarídeos O-ligados apresentam a tendência de não 
estarem distribuídos de forma uniforme ao longo das cadeias 
polipeptídicas. Ao contrário, eles estão agrupados em seg- 
mentos altamente glicosilados (65 a 85% de carboidratos 
do peso total) em que os resíduos glicosilados de Ser e Thr 
compreendem de 25 a 40% da sequência. As interações es- 
téricas e hidrofílicas dos carboidratos fazem com que essas 
regiões altamente glicosiladas, que também são ricas em Pro 
e outros resíduos que interrompem a hélice, adotem confor- 
mações estendidas. Por exemplo, mucinas, os componentes 
proteicos do muco, são glicoproteínas O-ligadas que podem 
ser extremamente grandes (até — 10' D) e cujas cadeias de 
carboidratos são muitas vezes sulfatadas e, portanto, se re- 
pelem mutuamente. As mucinas, que podem ser ligadas à 
membrana ou secretadas, constituem-se de cadeias rígidas 
que são desprovidas de estruturas secundárias e que ocupam 
volumes regulares aproximados ao das pequenas bactérias. 
Consequentemente, mucinas, em suas concentrações fisioló- 
gicas, formam malhas interligadas, que compreendem os géis 
viscoelásticos que protegem e lubrificam as membranas mu- 
cosas que as produzem. 

Células eucarióticas, como será visto na Seção 12.3E, 
têm um revestimento espesso e difuso de glicoproteínas e 
glicolipídeos, denominado glicocálice, que previne a aproxi- 
mação de macromoléculas e de outras células. Como, então, 
as células podem interagir? Muitas proteínas de superfície, 
como os receptores de várias macromoléculas, têm regiões 
O -glicosiladas curtas e supostamente rígidas, que conectam 


os domínios ligados à membrana das glicoproteínas aos seus 
domínios funcionais. Acredita-se que esse arranjo estenda o 
domínio funcional acima do glicocálice densamente empaco- 
tado da célula como se fosse um pirulito, permitindo assim a 
interação do domínio funcional com as macromoléculas ex- 
tracelulares que não conseguem penetrar no glicocálice. 

d. Marcadores de oligossacarídeos fazem a mediação de 
uma variedade de interações fntercelulares 
As glicoproteínas são constituintes importantes da membra- 
na plasmãtica (Seção 12.3). A localização de suas regiões de 
carboidratos podem ser determinadas por microscopia ele- 
trônica. As glicoproteínas são marcadas com lectinas que 
foram conjugadas (por interligações covalentes) à ferritina, 
uma proteína transportadora de ferro que é prontamente vi- 
sível no microscópio eletrônico por causa de seu cerne ele- 
tronicamente denso rico em ferro. Tais experimentos, com 
lectinas de diferentes especificidades e com uma variedade 
de tipos celulares, demonstraram que os grupos carboidrato 
das glicoproteínas ligadas à membrana estão , na sua maioria, 
localizados nas superfícies externas das membranas celulares. 
Portanto, a viabilidade de células em cultura de organismos 
multicelulares que apresentam um grande número de mu- 
tações de glicosilação e a infrequente viabilidade dos orga- 
nismos que carregam tais mutações indicam que oligossa- 
carídeos são importantes para a comunicação intercelular, 
mas não para funções básicas intracelulares. 

Uma outra indicação que oligossacarídeos funcionam 
como marcadores biológicos é a observação que o conteúdo 
de carboidratos de uma glicoproteína muitas vezes direciona 
seu destino metabólico. Por exemplo, a remoção de resíduos 
de ácido siálico de certas glicoproteínas plasmáticas marca- 
das radioativamente por tratamento com sialidase aumenta 
consideravelmente a taxa pela qual essas glicoproteínas são 
removidas da circulação. As glicoproteínas são captadas e 
degradadas pelo fígado em um processo dependente do reco- 
nhecimento por receptores nas células hepáticas de resíduos 
de açúcares, como a galactose e a manose, que ficam expos- 
tas após a remoção do ácido siálico. Uma série distinta de 
receptores, cada um deles para um tipo específico de resíduo 
de açúcar, participa na remoção de glicoproteínas específicas 
do sangue. Uma variedade de glicoformas de uma dada pro- 
teína provavelmente assegura que essa proteína tenha uma 
gama de meias-vidas no sangue. Mecanismos de marcação 
semelhantes provavelmente determinam a compartimentali- 
zação e a degradação de glicoproteínas dentro das células. 

A observação de que células cancerígenas são mais sus- 
cetíveis à aglutinação pelas lectinas que células normais le- 
vou à descoberta que existem diferenças significativas entre 
a distribuição de carboidratos na superfície celular de células 
cancerígenas e de células não cancerígenas (Fig. 11.36). As 
células normais param de crescer quando elas tocam uma na 
outra, fenômeno conhecido como inibição por contato. As 
células cancerígenas, contudo, não estão sob esse controle e 
formam tumores malignos (Seção 19.3B). 

Os carboidratos são mediadores importantes de reco- 
nhecimento célula-célula e estão implicados em processos 
relacionados a esse reconhecimento, como a fertilização, a 
diferenciação celular, a agregação de células para formar 
os órgãos e a infecção de células por bactérias e vírus. Por 
exemplo, as bactérias iniciam infecções ao se aderirem às 
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FIGURA 11.36 As superfícies de ( a ) uma célula murina normal e ( b ) uma célula cancerosa, visualizadas no microscópio eletrôni- 
co. Ambas as células foram incubadas com a lectina concanavalina A marcada com ferritina. A lectina está dispersa uniformemen- 
te na célula normal, mas está agregada na célula cancerosa. (Cortesia de Garth Nicolson, The Institute for Molecular Medicine, 
Huntington Beach, Califórnia, EUA.) 


células hospedeiras (Fig. 11.37) por proteínas bacterianas 
conhecidas como adesinas, que se ligam especificamente 
a determinadas moléculas da célula hospedeira (recepto- 
res das adesinas). Em bactérias gram-negativas, como a E. 
coli, as adesinas são muitas vezes componentes menores de 
organelas heteropoliméricas denominadas pili (Fig. 1.3b). 
As chamadas pili P, que medeiam a ligação da E. coli que 



FIGURA U.37 Micrografia eletrônica de varredura do tecido 
do interior da bochecha humana. Os objetos cilíndricos bran- 
cos são células de E. coli. As bactérias aderem aos resíduos de 
manose que estão incorporados na membrana plasmática das 
células da bochecha. Essa é a primeira etapa de uma infecção 
bacteriana. (Cortesia de Fredric Silverblatt e Craig Kuehn, Ve- 
terans Administration Hospital, Sepulveda, Califórnia, EUA.) 


causa infecções no trato urinário de humanos, atuam por 
meio de uma adesina denominada proteína FapG. Essa 
proteína liga-se especificamente aos grupos a-D-galactopi- 
ranosil-(l — >4)-|3-D-galactopiranose que estão presentes na 
superfície de células epiteliais do trato urinário. Estudos de 
microscopia eletrônica revelaram que a adesina PapG está 
localizada na porção final da extremidade flexível da pili P, 
proporcionando essa adesina com considerável liberdade es- 
térica na ligação ao seu receptor de digalactosídeo. 

Na batalha evolucionária sem fim entre patógenos e 
seus hospedeiros, mucinas tem evoluído para conter os 
oligossacarídeos alvo de determinados patógenos. Esses 
oligossacarídeos atuam como chamarizes que desviam os 
patógenos de suas células-alvo. Isso, é claro, aplica uma 
pressão seletiva sobre o agente patogênico para desenvolver 
um receptor que se ligue a um oligossacarídeo diferente na 
superfície da célula. 

D. Glicômica 

A glicômica, a área de estudo que caracteriza estrutural e 
funcionalmente todos os carboidratos de um tipo celular, 
complementa a genômica (para o DNA) e a proteômica 
(para proteínas). Está claro que a glicômica varia com as 
espécies, o tipo celular, o estágio do desenvolvimento e, até 
mesmo, com as condições ambientais. Entretanto, a glicômi- 
ca é muito menos desenvolvida do que a genômica e a prote- 
ômica. Existem várias razões para isso: 

1. As estruturas ramificadas dos oligossacarídeos aumen- 
tam consideravelmente a sua complexidade e, portanto, au- 
menta a dificuldade em determinar as suas sequências em 
relação a dos polinucleotídeos e dos polipeptídeos, os quais 
são, invariavelmente, lineares. 

2. A micro-heterogeneidade dos oligossacarídeos, os quais 
frequentemente tem significância biológica (Seção 11.3Cb), 
complica sua caracterização em relação aos polinucleotíde- 
os e polipeptídeos, os quais apresentam estruturas primárias 
únicas. 
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3. Devido à biossíntese de carboidratos não estar sob con- 
trole genético direto, não existe método para amplificá-los, 
como a reação em cadeia da polimerase (PCR; Seção 5.5F) 
para ácidos nucleicos e sistemas de expressão para proteínas 
(Seção 5.5G). Assim, até recentemente, a única forma de ob- 
tenção de quantidades suficientes de um polissacarídeo espe- 
cífico era isolá-lo a partir de sua fonte natural. 

4. Os métodos de síntese de oligossacarídeos específicos 
têm ficado muito atrás dos métodos de síntese de polinu- 
cleotídeos e polipeptídeos (Seções 7.5 e 7.6). Isso é devido 
à ramificação dos oligossacarídeos, o seu grande número de 
grupos funcionais, que deve ser protegido diferencialmente 
durante as reações de alongamento, e a natureza quiral de li- 
gações glicosídicas. Contudo, recentemente, Peter Seeberger 
desenvolveu métodos automatizados, de fase sólida, para a 
síntese de oligossacarídeos pequenos, apesar destes métodos 
serem, até agora, incapazes de sintetizar todos os oligossa- 
carídeos desejados, demorados e ainda exigem experiência 
considerável. 

5. A complexidade do glicoma de um organismo excede em 
muito a do seu proteoma devido à diversidade dos carboidra- 


tos constituintes do glicoma e do número de maneiras que 
podem interagir uns com os outros e com as proteínas. 

Um avanço recente que tem acelerado as pesquisas gli- 
cômicas é o desenvolvimento de microarranjos de carboidra- 
tos para identificar os carboidratos que se ligam especifica- 
mente à uma proteína, ao RNA e, até mesmo, à célula como 
um todo. Nessa metodologia, a qual é similar à usada nos mi- 
croarranjos de DNA (Seção 7.6B), até milhares de oligossa- 
carídeos diferentes são imobilizados física ou covalentemen- 
te a sítios específicos sobre uma superfície sólida, como uma 
lâmina de vidro. Uma proteína, um RNA ou tipo celular 
marcado com fluorescência é então incubado com o micro- 
arranjo, o qual é lavado subsequentemente e os oligossa- 
carídeos aos quais a proteína/RN A/tipo celular se ligaram 
são identificados pela fluorescência nas suas respectivas po- 
sições. Além do seu uso na pesquisa básica, microarranjos de 
carboidratos vem sendo utilizados em várias aplicações como 
na identificação de patógenos, no diagnóstico de doenças hu- 
manas que se caracterizam pela presença de determinados 
oligossacarídeos e no desenvolvimento de vacinas e fármacos 
baseadas em carboidratos. 


RESUMO DO CAPÍTULO 


Os carboidratos são cetonas ou aldeídos poli-hidroxílicos de compo- 
sição aproximada (C • H 2 0) ;1 que são componentes importantes de 
sistemas biológicos. 

1 Slonííssacarídeos Os vários monossacarídeos, como a ribose, 
a frutose, a glicose e a manose, distinguem-se por seu número de 
átomos de carbono, as posições de seus grupos carboxílicos e suas 
configurações diastereoisoméricas. Esses açúcares ocorrem quase 
que inteiramente como hemiacetais e hemicetais cíclicos, os quais, 
por seus anéis de cinco e seis átomos, são con h ecidos respectiva- 
mente como furanoses e piranoses. As duas formas anoméricas des- 
ses açúcares cíclicos podem interconverter-se por mutarrotação. Os 
açúcares do tipo piranos apresentam anéis não planares com confor- 
mações do tipo barco e cadeira semelhantes àquelas de ciclo exan os 
substituídos. Os polissacarídeos são mantidos unidos por ligações 
glicosídicas entre as unidades monossacarídicas vizinhas. As liga- 
ções glicosídicas não sofrem mutarrotação. Os monossacarídeos po- 
dem ser oxidados a ácido glicurônico e ácido aldônico ou reduzidos 
a alditóis. Um grupo OH é substituído por H nos desoxiaçúcares e 
por um grupo amino em amino açúcares. 

2 Polissacarídeos Os carboidratos podem ser purificados por 
procedimentos cr ornato gráficos e eletroforéticos. A cromatografia 
de afinidade usando lectinas tem sido muito útil nesse sentido. As 
sequências e as ligações de polissacarídeos podem ser determinadas 
por análise de metilação e pelo uso de exoglicosidases específicas. 
Informações semelhantes podem ser obtidas por meio de técnicas 
de espectrometria de massa e espectroscopia por RM. A celulose, 
o polissacarídeo estrutural de paredes celulares de plantas, é um 
polímero linear de resíduos de D-glicose ligados por ligações glico- 
sídicas p(l — » 4). Esse polissacarídeo forma, por ligações de hidrogê- 
nio, uma estrutura fibrosa de uma resistência excepcional que, nas 
células vegetais, está embebida em uma matriz amorfa. O amido, o 
polissacarídeo de reserva dos vegetais, consiste em uma mistura do 
glicano linear a-amilose, ligado por ligações a(l — > 4), e do glicano 
amilopectina com ligações a(l — ► 4) e ramificações a(l — ► 6). O gli- 
cogênio, o polissacarídeo de reserva animal, lembra a amilopectina, 
mas é mais ramificado. A digestão de amido e de glicogênio é inicia- 
da pela a-amilase e é finalizada por enzimas intestinais específicas 
ligadas à membrana. 


3 GDicoproteínas Os proteoglicanos da matriz extracelular são 
agregados de alta massa molecular, muitos dos quais lembram es- 
truturalmente uma escova de lavar garrafa. As suas subunidades de 
proteoglicanos consistem em uma proteína central à qual os glicosa- 
minoglicanos, geralmente o queratan-sulfato e a condroitina-sulfa- 
to, estão ligados covalentemente. A moldura rígida da parede celu- 
lar bacteriana é constituída de cadeias alternadas de NAG e NAM 
ligadas por ligações 3(1 — » 4), que estão interligadas por pequenos 
polipeptídeos para formar uma molécula de peptideoglicano que 
envolve a bactéria. A lisozima cliva as ligações glicosídicas entre a 
NAG e o NAM dos peptideoglicanos. A penicilina inativa especifi- 
camente enzimas envolvidas na interligação dos peptideoglicanos. 
Essas duas substâncias causam o rompimento (Use) de bactérias sus- 
cetíveis. As bactérias gram-positivas possuem ácidos teicoicos que 
estão ligados covalentemente a seus peptideoglicanos. As bactérias 
gram-positivas possuem membranas externas, que apresentam po- 
lissacarídeos não usuais e complexos, conhecidos como antígenos 
O. Esses polissacarídeos participam no reconhecimento de células 
hospedeiras e são importantes no reconhecimento imunológico de 
bactérias pelo hospedeiro. Os oligossacarídeos ligam-se a proteínas 
eucari óticas por poucas maneiras. Nas ligações Aí-glicosí dicas, uma 
NAG está invariavelmente ligada ao nitrogênio amídico da Asn na 
sequência Asn-X-Ser(Thr). As ligações O - glicosídicas são feitas 
com a Ser ou a Thr na maioria das proteínas e com a 5-hidroxilisina 
no colágeno. 

Os oligossacarídeos estão localizados nas superfícies das glico- 
proteínas. As glicoproteínas têm funções que abrangem uma faixa 
ampla de atividades proteicas, apesar de que as funções das suas 
porções de carboidratos são pouco conhecidas. Por exemplo, a ri- 
bonuclease B é diferente da funcionalmente indistinguível e des- 
provida de carboidratos ribonuclease A apenas pela ligação de um 
único oligossacarídeo de sequência variável, a qual aumenta a taxa 
de enovelamento da proteína, enquanto as propriedades biológicas 
do fator estimulante de colônias de granulócitos-macrófagos são 
afetadas significativamente pelas suas múltiplas cadeias oligossaca- 
rídicas. A viscoelasticidade e, consequentemente, as propriedades 
protetoras do muco resultam, em grande parte, dos numerosos gru- 
pos oligossacarídicos carregados negativamente dos seus compo- 
nentes mucinas. As regiões de carboidratos das glicoproteínas nas 
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membranas plasmáticas estão localizadas invariavelmente na su- 
perfície externa das membranas. As regiões de carboidratos das gli- 
coproteínas podem direcionar seu destino metabólico pelo controle 
da sua captação por determinadas células ou compartimento celu- 
lares. As glicoproteínas são também importantes mediadoras do 


reconhecimento célula-célula e, em muitos casos, são as receptoras 
de ligação bacteriana, por meio das adesinas, nos estágios iniciais 
de infecção. A glicômica, o análogo de carboidratos da genômica e 
da proteômica, busca a caracterização de todos os carboidratos em 
um tipo celular específico. 
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PROBLEMAS 


1. O trissacarídeo desenhado abaixo é denominado raíinose, 
Qual é o seu nome sistemático? Ele é um açúcar redutor? 



2. O nome sistemático da melezitose é O-a-D-glicopirano- 
sil-(l — > 3)-0-p-D-frutofuranosil-(2 — ► 1 ) -a-D -glicopiranosídeo . De- 
senhe a sua fórmula molecular. Ele é um açúcar redutor? 

3. Dê o nome da forma linear da D-glicose usando o sistema de 
nomenclatura quiral (RS). (Ver Seção 4.2C. Sugestão: A ramificação 
em direção a Cl tem maior prioridade do que a ramificação em dire- 
ção a C6.) 

*4, Desenhe a forma a-furanose da D-talose e a forma p-piranose 
da L-sorbose. 

5. O produto de redução da glicose por NaBH 4 pode ser denomi- 
nado L-sorbital ou D-glicitol. Explique. 

8. Quantos dissacarídeos diferentes da D-glicopiranose são possí- 
veis? Quanto trissacarídeos? 

7. Uma molécula de amilopectina é constituída por 1.000 resí- 
duos de glicose e é ramificada a cada 25 resíduos. Quantas extremi- 
dades redutoras tem essa molécula? 

8. A maioria dos papéis é feita pela remoção de lignina da polpa 
da madeira, transformando a massa de fibras de celulose bastante 
desorientadas em uma folha. Papel não tratado perde a maior parte 
da sua resistência quando umedecido com água, mas mantém a sua 
robustez quando umedecido com óleo. Explique. 

*9. Escreva um mecanismo químico para a mutarrotação da glico- 
se catalisada por ácido. 

10. Os valores de rotação específica, [a]^ , para o anômero ot e p da 
D-galactose são 150,7° e 52,8°, respectivamente. Uma mistura con- 
tendo 20% da a-D-galactose e 80% da (3 -D-galactose é dissolvida 
em água a 20 i: 'C. Qual é a sua rotação específica? Após várias horas, 
a rotação específica dessa mistura atingiu um valor de equilíbrio de 
80,2°. Qual é a sua composição anomérica? 


11. Dê o nome dos epímeros da D-gulose. 

12. A metilação exaustiva de um trissacarídeo seguida por uma hi- 
drólise ácida rende quantidades equimolares de 2,3,4,6-tetra-O-me- 
til -D-galactose, 2,3,4-tri-O-metil-D-manose e de 2,4,6-tri-O-metil-D- 
-glicose. O tratamento do trissacarídeo com p-galactosidase produz 
D-galactose e um dissacarídeo. O tratamento do dissacarídeo com 
a-manosidase produz D-manose e D-glicose. Desenhe a estrutura do 
trissacarídeo e dê o seu nome sistemático. 

13. A enzima p-amilase corta unidades sucessivas de maltose a 
partir da extremidade não redutora dos glicanos a(l — > 4). Essa en- 
zima não irá clivar os resíduos de glicose com uma ligação a(l — *■ 6). 
Os produtos finais de uma digestão exaustiva da amilopectina pela 
p-amilase são conhecidos como dextrinas -limite. Desenhe um dia- 
grama esquemático de uma molécula de amilopectina e indique que 
parte(s) dos seus constituintes limitam as dextrinas. 

14. Uma das demonstrações da máxima de P.T. Barnum, de que 
há um bobo nascendo a cada minuto, é que seguidamente aparecem 
no mercado novos produtos para emagrecimento. Um remédio que 
permita “comer tudo que se quiser”, o qual foi anunciado como um 
“anulador de amido” (e que posteriormente foi banido pela Food 
and Drug Administration [FDA] dos Estados Unidos), continha 
uma proteína inibidora de ct-amilase extraída do feijão. Caso essa 
substância realmente funcionasse como anunciado, o que não é o 
caso, quais seriam os efeitos adversos indesej ados resultantes da sua 
ingestão juntamente com uma refeição rica em amido? Discuta por 
que essa substância, que inibe a a-amilase in vitro, não faz o mesmo 
nos intestinos, depois da ingestão via oral. 

*15.0 tratamento de uma amostra de 6,0 g de glicogênio com o 
reagente de Tollens, seguido por uma metilação completa e hidróli- 
se, produz 3,1 mmol de 2,3-di-O-metilglicose e 0,0031 mmol de ácido 
1,2,3-tri-O-metilglucônico, assim como outros produtos, (a) Qual a 
fração de resíduos de glicose que ocorre nos pontos de ramificações 
(1 — ► 6) e qual é o número médio de resíduos de glicose por ramifi- 
cação? (b ; Quais são os outros produtos do tratamento metilação - 
-hidrólise e em que quantidades os mesmos são formados? (c) Qual 
é a massa molecular média do glicogênio? 

16. A lise de uma cultura de E. coli produz uma solução com uma 
viscosidade semelhante ao muco. A adição de DNase a essa solução 
causa uma considerável redução na viscosidade. Qual é o princípio 
físico da viscosidade? 

17. A infusão de me til-a -D-manosídeo na bexiga de um camun- 
dongo previne a colonização de seu trato urinário pela E. coli. Qual 
é a razão para esse efeito? 




Lipídeos e 
Membranas 


CAPÍTULO 12 


1 Classificação dos lipídeos 

A. Ácidos graxos 

B. Triacl IgMceróis 

C. Glicerofosfolipídeos 

D. Esfingolipídeos 

E. Colesterol 

2 Propriedades dos agregados lipídicos 

A. Miceias e bicamadas 

B. Lipossomos 

C. Dinâmica das bicamadas 

3 Membranas biológicas 

A. Proteínas de membrana 

B. Proteínas ligadas a lipídeos 

C. Modelo de mosaico fluido para a estrutura da membrana 

D. A Membrana do eritrócito 

E. Os grupos sanguíneos 

F. Junções comunicantes 

G. Proteínas formadoras de canal 

4 Montagem da membrana e direcionamento das proteínas 

A. Distribuição dos lipídeos nas membranas 

B. A Rota de secreção 

C. Formação de vesícuias 

D. Fusão das vesículas 

E. Direcionamento das proteínas para a mitocôndria 

5 Lipoproteínas 

A. Estrutura das lipoproteínas 

B. Função das lipoproteínas 

C. Disfunção lipoproteica na aterosclerose e na doença de 
Alzheimer 


As membranas organizam os processos biológicos comparti- 
mentalizando-os. De fato, a célula, a unidade básica da vida, 
é delimitada pela membrana plasmática que a envolve. Além 
disso, nos eucariotos, muitas organelas subcelulares, como o 
núcleo, as mitocôndrias, os cloroplastos, o retículo endoplas- 
mático e o aparelho de Golgi (Fig. 1.5), também são delimi- 
tadas por membranas. 

As membranas biológicas são estruturas organizadas 
constituídas de lipídeos e de proteínas, com pequenas quan- 
tidades de carboidratos. Porém, não constituem barreiras im- 
permeáveis à passagem de materiais. Elas regulam a composi- 
ção do meio intracelular pelo controle do fluxo de nutrientes, 
de produtos de degradação, de íons, etc., para dentro e para 
fora da célula. Isso é feito por meio de “bombas” e “portões” 
existentes na membrana que transportam substâncias espe- 
cíficas contra um gradiente eletroquímico ou permitem sua 
passagem a favor do gradiente (Capítulo 20). 


Muitos processos bioquímicos fundamentais ocorrem 
sobre ou dentro de um suporte membranoso. Por exem- 
plo, o transporte de elétrons e a fosforilação oxidativa 
(Capítulo 22), processos que oxidam nutrientes com a con- 
comitante geração de trifosfato de adenosina (ATP, de 
adenosine triphosphate ), são mediados por uma organiza- 
da bateria de enzimas que são componentes da membrana 
mitocondrial interna. Da mesma forma, a fotossíntese, na 
qual a energia luminosa é utilizada na combinação quími- 
ca da H 2 0 com o C0 2 para formar carboidratos (Capítulo 
24), ocorre nas membranas internas dos cloroplastos. O 
processamento de informações, como estímulos sensoriais 
ou comunicações intercelulares, em geral é um fenômeno 
com base em membrana. Os impulsos nervosos são me- 
diados pela membrana da célula nervosa (Seção 20.5) e a 
presença de determinadas substâncias, como hormônios e 
nutrientes, é detectada por receptores específicos inseridos 
na membrana (Capítulo 19). 

Neste capítulo, serão examinados a composição, a estru- 
tura e a formação das membranas biológicas e de substâncias 
relacionadas. Processos bioquímicos específicos com base em 
membranas, como os mencionados anteriormente, serão des- 
critos em capítulos subsequentes. 

1 CLASSIFICAÇÃO DOS LIPÍDEOS 

Lipídeos (da palavra grega lipos, que significa gordura) são 
substâncias de origem biológica, solúveis em solventes or- 
gânicos como clorofórmio e metanol, sendo insolúveis ou 
pouco solúveis em água. Por essa razão, são facilmente sepa- 
rados de outros materiais biológicos pela extração com sol- 
ventes orgânicos, podendo ser ainda fracionados por meio 
de técnicas tais como cromatografia de adsorção, cromato- 
grafia em camada delgada e cromatografia em fase reversa 
(Seção 6.3D). Gorduras, óleos, algumas vitaminas e hormô- 
nios, bem como a maioria dos componentes não proteicos 
das membranas, são lipídeos. Nesta seção, serão examinadas 
as estruturas e as propriedades físicas das principais classes 
de lipídeos. 

A. Ácidos graxos 

Os ácidos graxos são ácidos carboxílicos com grupos laterais 
de hidrocarbonetos de cadeia longa (Fig. 12.1). Raramente 
são encontrados livres na natureza, ocorrendo de preferência 
na forma esterificada, como os principais componentes dos 
vários lipídeos descritos neste capítulo. Os ácidos graxos mais 
comuns estão apresentados na Tabela 12.1. Nas plantas e nos 
animais superiores, os ácidos graxos predominantes são os das 
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FIGURA 12.1 Fórmulas estruturais de alguns ácidos graxos 

C 18 . Todas as ligações duplas estão na configuração cis. 


espécies C 16 e C lg , ácidos palmítico, oleico, linoleico e esteá- 
rico. Ácidos graxos com menos de 14 ou com mais de 20 áto- 
mos de carbono são raros. A maioria dos ácidos graxos pos- 
sui um número par de átomos de carbono, pois em geral são 
sintetizados pela concatenação de unidades C 2 (Seção 25.4C ). 
Mais da metade dos resíduos de ácidos graxos dos lipídeos 
das plantas e dos animais são insaturados (possuem ligações 
duplas), sendo frequentemente poli-ins aturados (possuindo 
duas ou mais ligações duplas). Os ácidos graxos bacterianos 
raramente são poli-insaturados, mas são comumente ramifi- 
cados, hidroxilados ou possuem anéis ciclopropano. Ácidos 
graxos raros também ocorrem como componentes dos óleos 
e das ceras (ésteres de ácidos graxos com alcoóis de cadeia 
longa), produzidos por determinadas plantas. 

a. As propriedades físicas dos ácidos graxos variam com seu 
grau de insatu ração 

A Tabela 12.1 indica que a primeira ligação dupla de um áci- 
do graxo insaturado em geral ocorre entre os átomos C9 e 
CIO contados a partir do grupo carboxílico (A 9 ou ligação du- 
pla 9). Nos ácidos graxos poli-insaturados, as ligações duplas 
tendem a ocorrer a cada três átomos de carbono em direção 
ao grupo metila terminal da molécula ( — CH=CH — CH 2 — 
CH=CH — ). As ligações duplas quase nunca são conjugadas 
(como em — CH=CH — CH=CH — ). As ligações triplas rara- 
mente ocorrem, seja em ácidos graxos ou em outros compostos 
de origem biológica. Duas importantes classes de ácidos graxos 
poli-insaturados são indicadas por n- 3 (ou tu — 3) e n — 6 (ou 
tá - 6). Essa nomenclatura identifica o último átomo de carbo- 
no em ligação dupla, contado a partir do grupo metila terminal 
(w) da cadeia. 

Os ácidos graxos saturados são moléculas altamente fle- 
xíveis, podendo adotar uma ampla gama de conformações 


TABELA 12.1 Os ácidos graxos biológicos comuns 


Símbolo* 

Nome comum 

Nome sistemático 

Estrutura 

pf (°C) 

Ácidos graxos saturados 

12:0 

Ácido láurico 

Ácido dodecanoico 

CH 3 (CH 2 ) 10 COOH 

44,2 

14:0 

Ácido mirístico 

Ácido tetradecanoico 

CH 3 (CH 2 ) 12 COOH 

52 

16:0 

Ácido palmítico 

Ácido hexadecanoico 

CH 3 (CH 2 ) 14 COOH 

63,1 

18:0 

Ácido esteárico 

Ácido octadecanoico 

CH 3 (CH 2 ) 16 COOH 

69,6 

20:0 

Ácido araquídico 

Acido eicosanoico 

CH 3 (CH 2 ) 18 COOH 

75,4 

22:0 

Ácido beênico 

Ácido docosanoico 

CH 3 (CH 2 ) 20 COOH 

81 

24:0 

Ácido lignocérico 

Ácido tetracosanoico 

CH 3 (CH 2 ) 22 COOH 

84,2 

Ácidos graxos insaturados (todas as ligas duplas em cis) 



16:ln— 7 

Ácido palmitoleico 

Ácido 9-hexadecenoico 

CH 3 (CH 2 ) s CH = CH(CH 2 ) 7 COOH 

=■0,5 

18:ln— 9 

Ácido oleico 

Acido 9-octadecenoico 

CH 3 (CH 2 ) 7 CH = CHCCH^COOH 

13,4 

18:2n— 6 

Ácido linoleico 

Ácido 9,12-octadecadienoico 

CH 3 (CH 2 ) 4 (CH = CHCH 2 ) 2 (CH 2 ) 6 COOH 

-9 

18:3n— 3 

Ácido a-linolênico 

Acido 9,12,15-octadecatrienoico 

CH 3 CH 2 (CH - CHCH 2 ) 3 (CH 2 ) 6 C00H 

-17 

18:3n— 6 

Ácido •y-linolênico 

Ácido 6,9,12- octadecatrienoico 

CH 3 (CH 2 ) 4 (CH = CHCH 2 ) 3 (CH 2 ) 3 COOH 


20: 4h —4 

Ácido araquidônico 

Ácido 5,8,11,14-eicosatetraenoico 

CH 3 (CH 2 ) 4 (CH - CHCH2) 4 (ch 2 ) 2 cooh 

-49,5 

20:5rc— 3 

EPA 

Ácido 5,8,11,14,17-eicosapentaenoico 

CH 3 CH 2 (CH = CHCH 2 )j(CH 2 ) 2 COOH 

-54 

22: 6n— 3 

DHA 

Ácido 4,7,10,13,16,19-docosaexenoico 

CH 3 CH 2 (CH = CHCH) 6 CH 2 COOH 


24:1«— 9 

Ácido nervônico 

Ácido 15-tetracosenoico 

CH 3 (CH 2 ) 7 CH = CH(CH 2 ) 13 COOH 

39 


^Número de átomos de carbono: número de ligações duplas, No caso dos ácidos graxos insaturados, né o número de átomos de carbono, n-x é o átomo de 
carbono com a ligação dupla e x é o número desse carbono contado a partir da metila (co) da extremidade terminal da cadeia* pf — ponto de fusão. 

Fonte: Dawson, R.M.C*, Elliott D.C., Elliott, W*EL, and Jones, K*M*, Data for Bio Chemical Research (3 rd ed,) ? Chapter 8, Clarendon Press (1986)* 
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devido à rotação relativamente livre das ligações simples 
C — C. No entanto, sua conformação de energia mínima é 
a totalmente estendida, pois essa conformação apresenta a 
menor quantidade de interferências estéricas entre os grupos 
metilenos vizinhos. O ponto de fusão (pf) dos ácidos graxos, 
como o da maioria das substâncias, aumenta com o aumento 
da massa molecular (Tabela 12.1). 

As ligações duplas dos ácidos graxos quase sempre pos- 
suem a configuração cis (Fig. 12.1). Isso causa uma inclinação 
rígida de 30° à cadeia de hidrocarboneto dos ácidos graxos in- 
saturados, o que interfere na eficiência do seu empilhamento. 
A consequente redução das interações de van der Waals faz o 
ponto de fusão dos ácidos graxos diminuir com o aumento do 
grau de insaturação ( Tabela 12.1). Da mesma forma, a fluidez 
dos lipídeos aumenta com o aumento do grau de insaturação 
dos resíduos dos seus ácidos graxos componentes. Esse fenô- 
meno tem consequências importantes para as propriedades 
das membranas, como será visto na Seção 12.2Cb. 

B. TriacHgficeróis 

As gorduras e os óleos encontrados nas plantas e nos ani- 
mais são constituídos basicamente de misturas de triacilgli- 
ceróis (também conhecidos como triglicerídeos ou gorduras 
neutras). Essas substâncias apoiares e insolúveis em água são 
triésteres de ácidos graxos de glicerol: 
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FIGURA 12.2 Micrografia eletrônica de varredura de adipóci- 
tos. Cada célula possui um glóbulo de gordura que ocupa qua- 
se todo o interior celular. (Fred E. Hossler/Visuals Unlimited.) 


Os triacilgliceróis são substâncias de reserva de energia para os 
animais, sendo a classe mais abundante dos lipídeos animais, 
mesmo que não sejam componentes das membranas biológicas. 

Os triacilgliceróis diferem entre si de acordo com a identi- 
dade dos seus três resíduos de ácidos graxos e o posicionamen- 
to destes na molécula de glicerol. Os chamados triacilgliceróis 
simples possuem um só tipo de resíduo de ácido graxo, sendo 
sua denominação fundamentada nessa composição. Por exem- 
plo, o tri estear oilgli cerol ou triestearina possui três resíduos 
de ácido esteárico, enquanto o trioleoilglicerol ou trioleína 
possui três resíduos de ácido oléico. Os triacilgliceróis mistos, 
mais comuns, possuem dois ou três tipos diferentes de resí- 
duos de ácidos graxos, sendo denominados de acordo com a 
posição desses resíduos na molécula de glicerol. 
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As gorduras e os óleos (que diferem entre si somen- 
te pelo fato das gorduras serem sólidas e os óleos serem lí- 
quidos à temperatura ambiente) são misturas complexas de 
triacilgliceróis simples e mistos, cuj a composição em ácidos 
graxos depende do organismo que os produz. Os óleos vege- 
tais em geral são mais ricos em resíduos de ácidos graxos in- 
saturados do que as gorduras animais, o que se pode deduzir 
a partir dos baixos pontos de fusão dos óleos. 

a. Os triacilgliceróis são eficientes reservas de energia 
As gorduras são formas altamente eficientes de armazenamen- 
to de energia metabólica. Isso é devido ao fato das gorduras 
serem menos oxidadas do que os carboidratos ou as proteínas 
e assim produzirem significativamente mais energia quando 
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sofrem oxidação. Além disso, por serem substâncias apoiares, 
as gorduras são armazenadas de forma anidra, enquanto o gli- 
cogênio, por exemplo, tem o dobro do seu peso representado 
por moléculas de água ligadas a ele, em condições fisiológicas. 
Por essa razão, as gorduras fornecem seis vezes mais energia 
metabólica do que a mesma massa de glicogênio hidratado. 

Nos animais, os adipócitos (células gordurosas, Fig. 12.2) 
são especializados na síntese e no armazenamento de triacilgli- 
ceróis. Enquanto outros tipos celulares possuem poucas e pe- 
quenas gotas de gordura dispersas no dtosol, os adipócitos po- 
dem estar praticamente cheios de glóbulos de gordura. O tecido 
adiposo é mais abundante na camada subcutânea e na cavidade 
abdominal. O conteúdo de gordura de humanos normais (21% 
em homens e 26% em mulheres) permite que sobrevivam a je- 
jum de 2 a 3 meses. Já o suprimento corporal de glicogênio, que 
funciona como um estoque de energia de curta duração, supre 
as necessidades metabólicas por menos de um dia. A camada de 
gordura subcutânea também proporciona isolamento térmico, 
o que é particularmente importante nos animais aquáticos de 
sangue quente, como baleias, focas, gansos e pinguins, os quais 
estão expostos rotineiramente a baixas temperaturas. 

C. Glicerofosfolipídeos 

Os glicerofosfolipídeos (ou fosfoglicerídeos) são os princi- 
pais componentes lipídicos das membranas biológicas . São 
constituídos de sn-glicerol-3-fosfato (Fig. 12.3a) esterifica- 
do por ácidos graxos nas posições Cl e C2 e por um grupo X 
no seu grupo fosforil, formando uma classe de substâncias, 
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FIGURA 12.3 Fórmula molecular dos glicerofosfolipíde- 
os. (ct) O composto, mostrado em projeção de Fischer (Seção 
4.2B) pode ser designado tanto por L-gIicerol-3-fosfato como 
por D-glicerol-1 -fosfato. No entanto, ao se utilizar a numera- 
ção estereoespecífica (sn), que designa posição 1 ao grupo que 
ocupa a posição pró-S do centro proquirálico (ver descrição de 
proquiralidade na Seção 4.2Ca), o composto é designado sn- 
-glicerol-3-fosfato. (ò) Fórmula geral dos glicerofosfolipídeos. 
R, e R 2 são caudas hidrocarbonadas de ácidos graxos de cadeia 
longa e X é derivado de um álcool polar (ver Tabela 12.2). 


TABELA 12.2 As classes gerais dos glicerofosfolipídeos 
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FIGURA 12.4 O glicerofosfo lipídeo l-estearoil-2-oleoil-3-fos- 

fatidilcolina. (d) Fórmula molecular em projeção de Fischer e 
(, b ) modelo de volume atômico com: H em branco, C em cinza, 
O em vermelho e P em verde. (Cortesia de Richard Pastor, 
FDA, Bethesda, Maryland, EUA.) 


esquematizada na Fig. 12.36. Portanto, os glicerofosfolipíde- 
os são moléculas anfifilicas com “caudas ” alifáticas apoiares 
e “cabeças” f os for il-X polares. Os glicerofosfolipídeos mais 
simples, com X = H, são os ácidos fosfatídicus; eles estão 
presentes nas membranas biológicas somente em peque- 
nas quantidades. As “ cabeças ” dos glicerofosfolipídeos que 
ocorrem comumente nas membranas biológicas são deriva- 
das de alcoóis polares ( Tabela 12.2). Os ácidos graxos satu- 
rados C 16 e C 18 em geral ocorrem na posição Cl dos glicero- 
fosfolipídeos, e a posição C2 é ocupada frequentemente por 
um ácido graxo insaturado C 16 ou C 20 . Os glicerofosfolipíde- 
os também são, obviamente, denominados de acordo com 
a identidade desses resíduos de ácidos graxos (Fig. 12.4). 
Alguns deles têm nomes comuns. Por exemplo, as fosfatidil- 
colinas são conhecidas como lecitinas; os difosfatidilglice- 
róis, os glicerofosfolipídeos “duplos”, são conhecidos como 
cardiolipinas (porque foram isolados, pela primeira vez, de 
músculo cardíaco). 

Os plasmalogênios 
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são glicerofosfolipídeos nos quais o substituinte Cl do glice- 
rol está ligado por meio de uma ligação éter a,0-insaturada 
na configuração cis, em vez de uma ligação éster. A etano- 
lamina, a colina e a serina fazem parte das cabeças polares 
mais comuns nos plasmalogênios. 


D. Esfingolipídeos 

Esfingolipídeos, que são também componentes importantes 
das membranas, são derivados dos amino álcoois C 18 esfin- 
gosina e di-hidroesfingosina (Fig. 12.5) e de seus homólogos 
C 16 , C 17 , C 19 e C 20 Os derivados de ácidos graxos iV-acil da 
esfingosina são conhecidos como ceramidas 
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e ocorrem somente em pequenas quantidades nos tecidos ve- 
getais e animais, sendo, no entanto, os compostos precurso- 
res dos esfingolipídeos mais abundantes: 

1. Esfingomielinas, os esfingolipídeos mais comuns, são 
ceramidas cujo grupo polar pode ser tanto uma fosfo- 
colina (Fig. 12.6) ou uma fosfoetanolamina, sendo, por 
isso, classificados também como esfingofosfolipídeos. 
Embora as esfingomielinas difiram quimicamente da 
fosfatidilcolina e da fosfatidiletanolamina, suas confor- 
mações e distribuição de cargas são muito semelhantes. 
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FIGURA 12.5 Fórmulas moleculares da esfingosina e da di- 
-hidroesfingosina. Os centros quirais no C2 e C3 da esfingosina 
e da di-hidroesfingosina possuem as configurações mostradas 
em projeção de Fischer. A ligação dupla na esfingosina está na 
configuração trans. 

A bainha de mielina, que reveste e isola eletricamente 
muitos axônios das células nervosas (Seção 20.5Bc), é 
particularmente rica em esfingomielina. 

2. Cerebrosídeos, os esfingolipídeos mais simples (também 
denominados glicoesfingolipídeos) , são ceramidas cujas 
cabeças polares consistem em um único resíduo de açú- 
car. Os galactocerebrosídeos, que são mais frequentes 
nas membranas das células neuronais do cérebro, têm o 
grupo polar formado pela p-D-galactose. 
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Os glicocerebrosídeos que possuem um resíduo de p-D-gli- 
cose ocorrem nas membranas celulares de outros tecidos. 
Os cerebrosídeos, ao contrário dos fosfolipídeos, não pos- 
suem grupos fosfato, sendo por essa razão mais frequente- 
mente compostos não iônicos. Os resíduos de galactose de 
alguns galactocerebrosídeos são, no entanto, sulfatados na 
posição C3, formando compostos iônicos conhecidos como 
sulfatídeos. Os esfingolipídeos mais complexos têm grupos 
polares não ramificados formados por até quatro resíduos 
de açúcar. 

3. Os gangliosídeos são os glicoesfingolipídeos mais com- 
plexos. São ceramidas ligadas a oligossacarídeos que 
incluem pelo menos um resíduo de ácido siálico (ácido 
A-acetilneuramínico e seus derivados; Seção ll.lCc), 
As estruturas dos gangliosídeos G M1 , G M2 e G M3 , três dos 
mais de cem conhecidos, estão mostradas na Fig. 12.7. 
Os gangliosídeos são principalmente componentes das 
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FIGURA 12 6 Uma esfingomielina. (a) Fórmula molecular 
em projeção de Fischer e ( b ) modelo de volume atômico com 
H em branco, C em cinza, N em azul e O em vermelho. Note a 
semelhança conformacional com os glicerofosfolipídeos (Fig. 
12.4). (Com base em coordenadas fornecidas por Richard Ve- 
nable e Richard Pastor, NIH, Bethesda, Maryland, EUA.) 
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FIGURA 12.7 Gangliosídeo G M1 . (a) Fórmula estrutural com o resíduo de esfingosina em projeção de Fischer e (b) modelo de 
volume atômico com energia minimizada, tendo H em branco, C em verde, N em azul e O em vermelho e P em cor de laranja. Os 
gangliosídeos G M2 e G M3 diferem do G iMi apenas pela ausência, respectivamente, dos resíduos terminais D-galactose e A r -acetil-D- 
-galactosamina. Outros gangliosídeos possuem grupos polares formados por oligossacarídeos diferentes. (Cortesia de Richard Ve- 
nable, FDA, Bethesda, Maryland, EUA.) 


membranas plasmáticas e constituem uma fração signi- 
ficativa (6%) dos lipídeos cerebrais. Outros tecidos tam- 
bém possuem gangliosídeos, mas em menor quantidade. 

Os gangliosídeos têm um significado médico e fisiológico 
considerável. Suas porções de carboidratos complexos, que 
se estendem além da superfície das membranas celulares, 
atuam como receptores específicos para determinados hor- 
mônios glicoproteicos hipofisários que regulam uma série de 
funções fisiológicas importantes (Seção 19.1). Os gangliosí- 
deos são também receptores de certas toxinas proteicas bac- 
terianas, como a toxina da cólera (Seção 19.2Cd). Existem 
evidências consideráveis mostrando que os gangliosídeos são 



C iclopent anoperi drof enantreno 

FIGURA 12.8 Ciclopentanoperidrofenantreno, o composto- 
•base dos esteroides. E formado por quatro anéis saturados 
fusionados. O sistema-padrão de identificação dos anéis está 
indicado. 


determinantes específicos no reconhecimento célula-célula, 
provavelmente exercendo uma função importante no cresci- 
mento e na diferenciação dos tecidos e na carcinogênese. Os 
distúrbios no metabolismo de gangliosídeos são responsáveis 
por várias doenças hereditárias de armazenamento de esfin- 
golipídeos, como a doença de Tay-Sachs, caracterizada por 
uma deterioração neurológica fatal (Seção 25.8Ce). 

E. Colesterol 

Os esteroides, cuja maioria é de origem eucariótica, são deri- 
vados do ciclopentanoperidrofenantreno (Fig. 12.8). O amal- 
diçoado colesterol (Fig. 12.9), o esteroide mais abundante 
nos animais, é também classificado como um esterol por cau- 
sa do grupo OH na posição C3 e pela cadeia alifática lateral 
ramificada, com 8 a 10 carbonos, na posição 07. 

O colesterol é um componente fundamental das membra- 
nas plasmáticas animais, onde está presente de 30 a 40 mol %, 
ocorrendo em menor quantidade nas membranas das organe- 
las subcelulares. Seu grupo polar OH confere-lhe um caráter 
anfifílico fraco, enquanto seu sistema de anéis fusionados lhe 
proporciona uma rigidez maior do que a dos outros lipídeos 
de membrana. Por isso, o colesterol é um determinante im- 
portante das propriedades das membranas. Ele é também 
abundante nas lipoproteínas do plasma sanguíneo (Seção 
12.5), nas quais cerca de 70% é esterificado por ácidos graxos 
de cadeia longa, formando ésteres de colesteril. 
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FIGURA 12.9 Colesterol, (a) Fórmula estrutural com o sistema padrão de numeração e (b) modelo de volume atômico com 
energia minimizada tendo H em branco, C em verde, O em vermelho e P em cor de laranja. O sistema de anéis rígidos toma a 
conformação do colesterol muito menos flexível do que a dos lipídeos de membrana: seus anéis cicloexanos podem adotar tanto a 
conformação de barco como a de cadeira (Fig. 11.6), mas a última é altamente preferencial. (Com base em coordenadas fornecidas 
por Richard Venable e Richard Pastor, NIH, Bethesda, Maryland, EUA.) 



(CH 2 ) 16 -CH 3 

Estearato de colesteril 

O colesterol é o precursor metabólico dos hormônios es- 
teroides, substâncias que regulam uma grande variedade 
de funções fisiológicas, entre as quais o desenvolvimento 
sexual e o metabolismo de carboidratos (Seção 19.1G). O 
tão discutido papel do colesterol nas doenças cardíacas é 
examinado na Seção 12.5 C. O metabolismo do colesterol e 
a biossíntese dos hormônios esteroides são apresentados na 
Seção 25.6. 

As plantas possuem pouco colesterol. Os esteroides mais 
comuns encontrados nas suas membranas são o estigmaste- 
rol e o p-sitosterol 





que diferem do colesterol somente por suas cadeias laterais 
alifáticas. As leveduras e os fungos possuem outros esteroi- 
des de membrana, como o ergosterol, que apresenta uma li- 
gação dupla entre C7 e C8. Os procariotos, com a exceção 
dos micoplasmas (Seção 1.1B), praticamente não possuem 
esterol. 

2 PROPRIEDADES DOS AGREGADOS LIPÍDICOS 

Os primeiros experimentos sobre as propriedades físicas 
dos lipídeos dos quais se tem registro foram realizados em 
1774 pelo estadista e cientista norte-americano Benjamin 
Franklin. Ao investigar o efeito calmante bem conhecido 
(pelo menos entre os marinheiros) do óleo sobre as ondas, 
Franklin escreveu: 
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FIGURA 12.10 Uma monocamada de óleo na interface ar- 
-água. As caudas hidrofóbicas dos lipídeos evitam associação 
com a água ao se estenderem para o ar. 

Depois de estar um longo tempo em Clapham ( em 
Londres), onde existe, em um terreno baldio, uma grande 
lagoa, a qual observei estar um dia muito encrespada pelo 
vento, trouxe uma galheta de óleo (provavelmente azeite de 
oliva) e derramei algumas gotas na água. Observei enquanto 
elas se espalhavam sobre a superfície com surpreendente 
rapidez. (...) Então me desloquei para barlavento, onde 
(as ondas) começavam a se formar; ali o óleo, não mais do 
que uma colher de chá, produzia um instante de calmaria 
sobre uma área de várias jardas* quadradas, espalhando- 
se de forma surpreendente e estendendo-se gradualmente 
até atingir o lado de sotavento, fazendo com que todo 
um quarto da lagoa, possivelmente um quarto de acre, se 
tornasse tão plano quanto um espelho. 

Esta é informação suficiente para permitir o cálculo da es- 
pessura da camada de óleo (embora não exista indicação 
que Franklin tenha feito esse cálculo, ele pode ser feito; ver 
Problema 4). Sabe-se que o óleo forma uma camada mono- 
molecular na superfície da água, na qual as cabeças polares 
das moléculas anfifílicas estão imersas e suas caudas hidrofó- 
bicas se estendem para o ar (Fig. 12.10). 

O efeito calmante do óleo sobre a água agitada é conse- 
quência de uma grande redução da tensão superficial da água. 
Um filme superficial oleoso tem a coesão intermolecular fra- 
ca característica dos hidrocarbonetos, ao invés das atrações 
intramoleculares fortes da água, responsáveis por sua tensão 
superficial, normalmente muito grande. O óleo, no entanto, 


* N. de R. T.: Jardas: unidade inglesa de medida de comprimento, equi- 
valente a 91,44 cm ou 3 pés. 


acalma somente as ondas menores, não tendo efeito sobre as 
ondas maiores, como Franklin observou mais tarde. 

Nesta seção, discute-se como os lipídeos se agregam para 
formar micelas e bicamadas. Há também interesse nas pro- 
priedades físicas dos lipídeos nas bicamadas, pois esses agre- 
gados formam a base estrutural das membranas biológicas. 

A. Micelas e bicamadas 

Em soluções aquosas, as moléculas anfifílicas, como os sabões 
e os detergentes, formam micelas (agregados globulares cujos 
grupos de hidrocarbonetos não estão em contato com a água; 
Seção 2.1Ba). Esse arranjo molecular elimina contatos des- 
favoráveis entre a água e as caudas hidrofóbicas, ao mesmo 
tempo que permite a solvatação das cabeças polares. A for- 
mação de uma micela é um processo cooperativo: o arranjo 
de algumas poucas moléculas anfifílicas não protege as caudas 
do contato com a água. Em consequência, soluções aquosas 
diluídas de moléculas anfifílicas só formam micelas quando 
suas concentrações ultrapassam uma determinada concentra- 
ção micelar crítica (cmc). Acima da cmc, praticamente todos 
os anfifílicos agregam-se formando micelas. O valor da cmc 
depende da identidade dos anfifílicos e das condições da so- 
lução. A cmc de anfifílicos com caudas únicas relativamente 
pequenas, como o íon dodecil sulfato CH 3 (CH 2 ) n 0 S 03 , é 
~1 m M. A cmc dos lipídeos biológicos, cuja maioria possui 
duas longas caudas hidrofóbicas, em geral é < 10 ~ b M. 

a. Lipídeos com cauda única tendem a formar micelas 
O tamanho e a forma de uma micela podem ser presumidos 
a partir de considerações geométricas. Os lipídeos de cauda 
única, como os ânions dos sabões, formam micelas esferoi- 
dais ou elipsoidais devido à sua forma cônica (seus grupos 
polares hidratados são mais largos do que suas caudas; Fig. 
12.11 a, b). O número de moléculas em tais micelas depende 
do lipídeo anfifílico, mas para muitas substâncias está na or- 
dem de várias centenas. Para um dado lipídeo anfifílico, esses 
números abarcam uma faixa estreita: um número pequeno 
exporia o cerne hidrofóbico da micela à água e um número 
grande conferiria à micela um centro oco energeticamente 
desfavorável (Fig. 12.11c). Naturalmente, uma micela gran- 
de poderia achatar-se para eliminar esse centro oco, mas o 
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FIGURA 12.11 Agregados de lipídeos de cauda única. O envelope de van der Waals cônico desses lipídeos de cauda única ( a ) 
permite seu arranjo eficiente na formação de uma micela esferoidal (b). O diâmetro dessas micelas e, consequentemente, sua po- 
pulação lipídica dependem do comprimento das caudas. As micelas esferoidais formadas por um número de moléculas muito maior 
do que o número ideal teriam um centro instável preenchido com água (em azul) ( c ). Tais micelas poderiam achatar -se e fechar o 
centro vazio, mas como se tornam alongadas, também geram espaços preenchidos com água (d). 
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FIGURA 12.12 Formação de bicamada por fosfolipídeos. O 

envelope de van der Waals cilíndrico dos fosfolipídeos (a) for- 
ma micelas estendidas em forma de disco (b), que são melhor 
descritas como bicamadas lipídicas. 

resultante decréscimo de curvatura na superfície achatada 
também geraria espaços vazios (Fig. 12.11rf). 

b. Glicerofosfolipídeos e esfingolípídeos tendem a formar 
bicamadas 

As duas caudas de hidrocarbonetos dos glicerofosfolipídeos e 
dos esfingolipídeos conferem a esses lipídeos uma forma quase 
cilíndrica (Fig. 12.12 a). A exigência estérica para a organização 
de tais moléculas produz grandes micelas em forma de disco 
(Fig. 12.12b), as quais, na verdade, são lâminas bimoleculares 
estendidas. A existência de tais bicamadas lipídicas foi pro- 
posta, pela primeira vez, em 1925, por Evert Gorter e François 
Grendel, tendo como base as observações dos autores de que 
os lipídeos extraídos de eritrócitos cobriam o dobro da área 
correspondente à membrana plasmática (a única membrana 
nos eritrócitos) quando estendidos em uma monocamada na in- 
terface ar-água (Fig. 12.10). As bicamadas lipídicas têm —60 Ã 
de espessura, medidas por microscopia eletrônica e por técnicas 
de difração por raios X. Uma vez que suas cabeças polares têm 
uma espessura de —15 À, suas caudas de hidrocarboneto com 
comprimento de — 15 À devem estar quase completamente es- 



to) 


tendidas. Será visto a seguir que as bicamadas lipídicas consti- 
tuem a base estrutural das membranas biológicas. 

B. Lipossomos 

Uma suspensão aquosa de fosfolipídeos forma vesículas mul- 
tilamelares, cujos arranjos das bicamadas lipídicas possuem 
forma semelhante a uma cebola (Fig. 12.13 a). Quando subme- 
tidas à sonicação (agitação por vibrações ultrassónicas) , essas 
estruturas se rearranj am formando lipossomos - vesículas fe- 
chadas, autosselantes, preenchidas com solvente e delimitadas 
por uma única bicamada (Fig. 12. 13b). Essas vesículas têm, em 
geral, um diâmetro de algumas centenas de À e são muito uni- 
formes em tamanho. Lipossomos com diâmetro de aproxima- 
damente 1.000 angstroms podem ser produzidos pela injeção 
de uma solução alcoólica de fosfolipídeos em água ou dissol- 
vendo os fosfolipídeos em detergente, seguido de diálise para 
a remoção do detergente. Uma vez formados, os lipossomos 
são bastante estáveis e podem ser separados da solução por 
diálise, por cromatografia em gel filtração ou por centrifuga- 
ção. Lipossomos cujo ambiente interno difere da solução que 
os envolve podem, portanto, ser preparados facilmente. As 
membranas biológicas consistem em bicamadas lipídicas com 
proteínas associadas ( Seção 12.3A). Lipossomos compostos 
por lipídeos sintéticos e/ou por lipídeos extraídos de fontes 
biológicas (p. ex., lecitina de gema de ovo) têm sido extensi- 
vamente estudados como modelos de membranas biológicas. 

a. As bicamadas lipídicas são impermeáveis à maioria das 
substâncias polares 

Visto que as membranas biológicas delimitam células e or- 
ganelas, é importante determinar sua capacidade de separar 
dois compartimentos aquosos. A permeabilidade de uma bi- 
camada lipídica a uma dada substância pode ser determina- 
da pela formação de lipossomos em uma solução contendo a 
substância de interesse, seguida pela troca da solução aquosa 
externa e pela medida da velocidade com que a substância de 
interesse aparece nessa nova solução externa. Dessa forma, 
foi determinado que as bicamadas lipídicas são extremamente 
impermeáveis a substâncias iônicas e polares e que a solubili- 



FIGURÂ 12.: .3 Bicamadas lipídicas. (a) Micrografia eletrônica de uma vesícula fosfolipídica multilamelar na qual cada camada 
é formada por uma bicamada lipídica. (Cortesia de Alec D. Bangham, Instituto de Fisiologia Animal, Cambridge, Reino Unido.) 
(b) Micrografia eletrônica de um lipossomo. Sua parede consiste em uma bicamada, como mostra o diagrama. (Cortesia de Walter 
Stoeckenius, Universidade da Califórnia, São Francisco, EUA.) 
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(a) Difusão transversal (movimento de ponta-cabeça) 



(b) Difusão latera 



FIGURA 12.14 Difusão dos fosfolipídeos em uma bicamada 
lipídica. (a) A difusão transversal (movimento de ponta-cabe- 
ça) é definida como a transferência de uma molécula de fosfo- 
lipídeo de uma lâmina da bicamada para a outra, (b) A difusão 
lateral é definida como a troca de uma molécula de fosfolipídeo 
por outra vizinha na mesma lâmina da bicamada. 

dade das substâncias aumenta com a solubilidade em solven- 
tes apoiares . Isso sugere que, para atravessar uma bicamada 
lipídica, a molécula do soluto deve proteger sua capa de hi- 
dratação e tornar-se solvatada pelo cerne hidrocarbonado da 
bicamada. Um processo desse tipo é altamente desfavorável 
para moléculas polares, de forma que mesmo um cerne hi- 
drocarbonado com a espessura de —30 À forma uma barreira 
efetiva contra substâncias polares. Medidas utilizando água 
tritiada indicam, contudo, que as bicamadas são apreciavel- 
mente permeáveis à água. A despeito da polaridade da água, 
seu pequeno tamanho molecular a torna significativamente 
solúvel no cerne hidrocarbonado da bicamada, sendo, por 
isso, capaz de atravessá-lo. 


A estabilidade dos lipossomos e sua impermeabilidade a 
muitas substâncias os tornam veículos promissores para dis- 
tribuir agentes terapêuticos, tais como fármacos, enzimas e 
genes (na terapia gênica), para determinados tecidos. Os li- 
possomos são absorvidos por muitas células pela fusão com a 
membrana plasmática. Se forem desenvolvidos métodos para 
direcionar os lipossomos para populações celulares especí- 
ficas, substâncias poderiam ser dirigidas para determinados 
tecidos pelo microencapsulamento em lipossomos. De fato, 
j á está em uso um grande número de agentes anticâncer e de 
antibióticos distribuídos por lipossomos. 

C. Dinâmica das bicamadas 

a. As bicamadas tipídicas são fluidos bidimensionais 
A passagem de uma molécula lipídica através de uma bica- 
mada (Fig. 12.14a), processo denominado difusão transversal 
ou movimento de ponta-cabeça (flip-flop ), é um evento ex- 
tremamente raro, pois requer a passagem do grupo polar do 
lipídeo pelo cerne hidrocarbonado da bicamada. A velocida- 
de do movimento de ponta-cabeça dos fosfolipídeos, medida 
por várias técnicas, é caracterizada por uma meia-vida de, no 
mínimo, vários dias. 

Contrastando com a baixa velocidade do movimento de 
ponta-cabeça, os lipídeos são altamente móveis no plano da 
bicamada (difusão lateral, Fig. 12.14b). Os padrões de difra- 
ção por raios X das bicamadas em temperaturas fisiológicas 
apresentam uma banda difusa centrada em um espaçamento 
de 4,6 Á, cuja largura é uma medida da distribuição dos es- 
paçamentos laterais entre as cadeias de hidrocarbonetos no 
plano da bicamada. Essa banda, que lembra os padrões de di- 
fração por raios X da parafina líquida, indica que a bicamada 
é um fluido bidimensional no qual as cadeias de hidrocarbo- 
netos executam movimentos de fluxo rápidos ( alteração con- 
tínua) envolvendo rotações ao redor de suas ligações C — C. 

A velocidade de difusão lateral das moléculas lipídi- 
cas pode ser determinada quantitativamente a partir da 
velocidade de recuperação da fluorescência após fotodes- 
coloração (FR AP, do inglês: fluorescence recovery after 
photobleaching) (Fig. 12,15). Um grupo fluorescente (flu- 


ía) (b) (c) 



FIGURA 12.15 A técnica de recuperação da fluorescência após fotodescoloração (FRAP). (a) Um pulso intenso de luz laser 
descolore os marcadores fluorescentes (em verde ) de uma pequena região de uma célula imobilizada que possui um componente 
de membrana marcado com composto fluorescente, (b) A recuperação da fluorescência da área descorada, monitorada por micros- 
copia, ocorre à medida que as moléculas descoradas difundem lateralmente para fora da área enquanto as moléculas fluorescentes 
difundem para o seu interior, (c) A velocidade de recuperação da fluorescência depende da velocidade de difusão da molécula 
marcada. jR, Ver Exploração guiada 11: Estrutura da membrana e o modelo do mosaico fluido 
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FIGURA 12.16 Modelo (foto Instantânea) de uma bicamada 
lipídica em um dado instante. A conformação das moléculas 
de dipalmitoi]fosfatidiIcolina em uma bicamada rodeada por 
água foi modelada por computador. As cores dos átomos são: 
cinza para os carbonos da cadeia de hidrocarboneto e do glice- 
rol exceto para o C do grupo metila terminal, que é amarelo; 
vermelho para o O éster; verde para o P e o O do fosfato; lilás 
para o C e o N da colina; As moléculas de água estão represen- 
tadas por esferas azuiz translúcidas (as próximas da bicamada 
aparecem escuras porque se sobrepõem aos átomos dos grupos 
polares) (Cortesia de Richard Pastor e Richard Yenable, FDA, 
Bethesda, Maryland, EUA.) tifo Ver Exploração guiada 11: Estru- 
tura da membrana e o modelo do mosaico fluido 


oróforo) é ligado especificamente a um componente da 
bicamada e um pulso intenso de laser focalizado em uma 
área muito pequena (~3 gm 2 ) é usado para destruir (des- 
corar) o fluoróforo naquele local. A velocidade com que a 
área descorada recupera sua fluorescência, monitorada por 
microscopia de fluorescência, indica a velocidade na qual 
moléculas marcadas com o fluoróforo ainda não descora- 
das ou já descoradas difundem-se lateralmente, respecti- 
vamente, para dentro e para fora da área descorada. Essas 
observações indicam, da mesma forma que as medidas de 
ressonância magnética, que os lipídeos nas bicamadas têm 


viscosidade similar à das moléculas de um óleo lubrificante. 
Os lipídeos de uma bicamada podem, portanto, difundir-se, 
em ~ 1 segundo, a uma distância correspondente ao compri- 
mento de uma célula bacteriana (1 gm). Têm sido desen- 
volvidos também métodos para acompanhar o movimento 
de moléculas em membranas nos quais, as moléculas de in- 
teresse são ligadas a pequenas esferas de látex, a partículas 
de ouro coloidal, ou a grupos fluorescentes, e o movimento 
da molécula marcada é observado por técnicas de vídeo de 
alta velocidade. 

Simulações de dinâmica molecular (Seção 9.4a) das bi- 
camadas lipídicas (Fig. 12.16) indicam que as caudas dos 
lipídeos são altamente móveis devido às rotações ao redor 
das suas ligações C-C. Contudo, a viscosidade dessas cau- 
das aumenta nitidamente nas proximidades dos grupos po- 
lares, pois sua mobilidade lateral é mais restrita devido às 
interações com esses grupos polares mais rígidos. Note que 
as extremidades metila das caudas das lâminas opostas da bi- 
camada estão, com frequência, intercaladas em vez de forma- 
rem camadas completamente separadas, como a Fig. 12.14 
poderia sugerir. Isso é particularmente verdade nas membra- 
nas biológicas, pois suas moléculas lipídicas têm caudas de 
comprimentos diferentes e/ou estão dobradas devido à pre- 
sença de ligações duplas. As simulações de dinâmica molecu- 
lar também indicam que uma bicamada lipídica é flanqueada 
por várias camadas ordenadas de moléculas de água. Além 
disso, como mostra a Fig. 12.16, as moléculas de água pene- 
tram bem abaixo do nível das cabeças polares e dos resíduos 
de glicerol. Por isso, uma bicamada lipídica consiste em um 
cerne hidrocarbonado com —30 A de espessura, ligado, em 
ambos os lados, por regiões de interface com —15 Ade espes- 
sura contendo conglomerados flutuantes de grupos polares, 
água, glicerol e grupos carbonila e metileno. 

b. A fluidez da bicamada varia com a temperatura 
Ao ser resfriada abaixo de uma temperatura de transição ca- 
racterística, a bicamada passa por uma mudança de fase, de- 
nominada transição ordem-desordem, em que se torna uma 
espécie de gel sólido (Fig. 12.17), isto é, perde sua fluidez. 


(a) Acima da temperatura de transição 


(b) Abaixo da temperatura de transição 






FIGURA 12.17 Transição ordem-desordem em uma bicamada lipídica. (a) Acima da temperatura de transição, tanto as molé- 
culas completas como suas caudas apoiares são extremamente móveis no plano da bicamada. Esse estado da matéria, ordenado 
em algumas direções, mas não em outras, é conhecido como cristal líquido. ( b ) Abaixo da temperatura de transição, as moléculas 
formam um arranjo muito mais ordenado, produzindo um gel sólido. (De Robertson, R.N., The Lively Membranes, p. 69-70, Cam- 
bridge University Press [1983].) 
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TABEU 12.3 Composição lipídica de algumas membranas biológicas* 


Lipídeo 

Eritrócito humano 

Mielina humana 

Mitocôndria de 
coração bovino 

E. coli 

Acido fosfatídico 

1,5 

0,5 

0 

0 

Fosfatidilcolina 

19 

10 

39 

0 

Fosfatidiletanolamina 

18 

20 

27 

65 

Fosfatidil gli cerol 

0 

0 

0 

18 

Fosfatidilinositol 

1 

1 

7 

0 

Fosfatidilserina 

8,5 

8,5 

0,5 

0 

Cardiolipina 

0 

0 

22,5 

12 

Esfingomielina 

17,5 

8,5 

0 

0 

Glicolipídeos 

10 

26 

0 

0 

Colesterol 

25 

26 

3 

0 


*05 valores correspondem ao percentual do peso total dos lipídeos. 
Fonte: Tanford, C, The Hydrophobic Effecu p.109, Wiley (1980). 


Abaixo da temperatura de transição, a banda difusa de difra- 
ção de raios X de 4,6 Â, característica do espaçamento lateral 
entre as cadeias hidrocarbonadas em uma bicamada cristali- 
na, é substituída por uma banda nítida de 4,2 Á, similar à exi- 
bida pela parafina cristalina. Isso indica que as cadeias hidro- 
carbonadas tomam-se totalmente estendidas e compactadas 
em uma estrutura hexagonal como a da parafina. 

A temperatura de transição de uma bicamada aumenta 
com o comprimento da cadeia e com o grau de saturação dos 
seus ácidos graxos componentes pelas mesmas razões que a 
temperatura de fusão dos ácidos graxos aumenta com essas va- 
riáveis. As temperaturas de transição da maioria das membra- 
nas biológicas estão na faixa de 10° a 40°C. O colesterol, que 
por si só não forma bicamada, diminui a fluidez da membrana 
próxima à superfície porque seu sistema de anéis esteroides rí- 
gidos interfere com a mobilidade das caudas dos ácidos graxos 
fazendo com que se tornem mais ordenados. No entanto, como 
ele não penetra tão profundamente na membrana, como o faz 
a maioria dos outros lipídeos, atua também como um espa- 
çador, facilitando a mobilidade das caudas dos ácidos graxos 
próximo às extremidades metiladas. O colesterol também au- 
menta a faixa de temperatura da transição ordem-desordem, 
abolindo-a completamente quando em altas concentrações. 
Isso ocorre porque o colesterol inibe a cristalização (agrega- 
ção cooperativa em estrutura ordenada) das caudas dos ácidos 


graxos ao inserir-se entre elas. Assim, o colesterol funciona 
como uma espécie de plastificador de membrana. 

A fluidez das membranas biológicas é um dos seus atri- 
butos fisiológicos importantes, uma vez que permite a inte- 
ração das proteínas inseridas (Seção 12.3C). As temperatu- 
ras de transição das membranas dos mamíferos estão bem 
abaixo da temperatura corporal e, por isso, essas membranas 
apresentam um caráter fluido. As bactérias e os animais poi- 
quilo térmicos (de sangue frio), como os peixes, modificam a 
composição dos ácidos graxos de seus lipídeos de membrana 
(pela biossíntese e degradação) de acordo com a temperatu- 
ra ambiente, mantendo a fluidez da membrana. Por exemplo, 
a viscosidade da membrana da E.coli em crescimento per- 
manece constante mesmo que a temperatura de crescimento 
sofra variações de 15° a 43° C. 

c. Os anestésicos gasosos alteram a estrutura da membrana 
neuronal 

Os anestésicos gasosos, como o dietil-éter, o ciclopropano, 
o isoQurano (CF 3 — CHC1 — O — CHF 2 ) e o gás nobre xenô- 
nio, atuam no sistema nervoso central interferindo na trans- 
missão dos impulsos nervosos. Uma vez que esses anestésicos 
são excretados intactos, aparentemente não agem por meios 
químicos. Evidências experimentais, como a correlação li- 
near de sua efetividade anestésica com sua solubilidade em 


TABELA 12.4 Composição de algumas membranas biológicas 


Membrana 

Proteína (%) 

Lipídeo (%) 

Carboidrato (%) 

Relação proteína/lipídeo 

Membrana plasmática 

Células de fígado de camundongo 

46 

54 

2-4 

0,85 

Eritrócito humano 

49 

43 

8 

1,1 

Ameba 

52 

42 

4 

1,3 

Membrana nuclear de fígado de rato 

59 

35 

2,0 

1,6 

Membrana mitocondrial externa 

52 

48 

(2-4)* 

1,1 

Membrana mitocondrial interna 

76 

24 

(1-2)* 

3,2 

Mielina 

18 

79 

3 

0,23 

Bactérias gram-positivas 

75 

25 

(10)* 

3,0 

Membrana púrpura de Halobacterium 

75 

25 


3,0 


* Deduzida a partir de análises. 

Fonte: Guidotti, G., AnntL Rev . Biochem. 41, 732 (1972). 
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FIGURA 12.13 Estrutura por raios X da proteína integral de 
membrana aquaporina-0 (AQPO) associada com lipídeos. A 

proteína está representada por seu diagrama de superfície, co- 
lorida de acordo com a carga (negativa em vermelho, positiva 
em azul e sem carga em branco). As moléculas de dimiristoil- 
fosfatidilcolina fortemente ligadas estão desenhadas na forma 
de volume atômico com C em verde, O em vermelho e P em cor 
de laranja. Observe como as caudas dos lipídeos se adaptam à 
superfície apoiar da proteína, solvatando-a dessa maneira. O 
arranjo de duas fileiras de moléculas de lipídeo com distâncias 
de ~ 35 A entre os fósforos, se iguala às dimensões de uma 
bicamada lipídica. (Com base em uma estrutura cristalográfica 
eletrônica determinada por Stephen Harrison e Thomas Walz, 
Harvard Medicai School, EUA, PDBid 2B60.) 


Seção 12.4, como as membranas são montadas e como seus 
componentes proteicos são encaminhados para elas. 

A. Proteínas de membrana 

As proteínas de membrana são classificadas de acordo com 
seu grau de associação com as membranas: 

1. Proteínas integrais ou intrínsecas estão firmemente liga- 
das às membranas por interações hidrofóbicas (Fig. 12.18), 
podendo ser separadas somente após tratamento com 
agentes que rompem a membrana. Esses agentes incluem 


CH 3 — (CH 2 ) h — OS 0 3 Na + 

Dodecil sulfato de sódio (SDS) 



X = H, Y — COO Na ! Desoxicolato de sódio 
X = OH, Y = COCT Na + Colato de sódio 

X = OH, Y = CO — NH — (CH 2 ) 3 — N + (CH 3 ) 2 — (CH 2 ) 3 — SO s CHAPS 


lipídeos, sugerem que essas substâncias apoiares alteram a 
estrutura da membrana por dissolverem-se no seu cerne hi- 
drocarbonado. A transmissão do impulso nervoso, que é um 
fenômeno com base em membrana (Seção 20.5), é destruída 
por essas mudanças estruturais às quais as membranas neu- 
ronais parecem ser particularmente sensíveis. 


3 MEMBRANAS BIOLÓGICAS 


CH' 


+ 


CH 3 - (CH 2 )„ - ch 2 -n- ch 3 


CH- 



n — 10 Brometo de dodeciltrietilamônio (DTAB) 
n = 15 Brometo de cetiltrimetilamônio (CTAB) 


As membranas biológicas são compostas por proteínas asso- 
ciadas a uma matriz de bicamada lipídica. Sua fração lipídica 
consiste em misturas complexas que variam de acordo com a 
origem da membrana (Tabela 12.3) e, até certo ponto, com 
a dieta e com o meio no qual o organismo vive. Ãs proteínas 
de membrana executam os processos dinâmicos associados às 
membranas e, por isso, proteínas específicas ocorrem somente 
em determinadas membranas. As proporções entre proteínas e 
lipídeos variam consideravelmente com a função da membra- 
na, conforme está indicado na Tabela 12.4, embora a maioria 
das membranas possua pelo menos 50% de proteínas. A mem- 
brana de mielina, que funciona como um isolante inerte ao 
redor de determinadas fibras nervosas (Seção 20.5Bc), é uma 
importante exceção a essa generalização, já que possui somente 
18% de proteína. 

Nesta seção, serão discutidas as propriedades das proteí- 
nas de membrana e seu comportamento nas membranas bio- 
lógicas. A seguir, serão examinados os aspectos específicos 
das membranas biológicas, como o citoesqueleto dos eritró- 
citos, a natureza dos grupos sanguíneos, as junções comuni- 
cantes e as proteínas formadoras de canal. Considera-se, na 


ch 3 — (CH 2 ) n — (o — ch 2 — ch)„— oh 

Polioxietilenolauril éter 

n = 4 Brij 30 
n = 25 Brij 35 

CH 3 

I 

ch 3 — c— ch 2 - 
ch 3 

P olioxiet ileno -jo -i so octilf enil éter 
n = 5 Triton X-20 
n = 10 Triton X-100 

FIGURA 12.19 Alguns dos detergentes usados em manipu- 
lações bioquímicas. Note que eles podem ser aniônicos, catiô- 
nicos, zwiteriônicos, ou sem carga. Os detergentes iônicos são 
fortemente anfifüicos e por isso tendem a desnaturar proteínas, 
enquanto os detergentes neutros dificilmente o fazem. 
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solventes orgânicos, detergentes (p. ex., aqueles constan- 
tes na Fig. 12.19) e agentes cao trópicos (íons que rompem 
a estrutura da água; Seção 8.4E). As proteínas integrais 
tendem a se agregar e precipitam em soluções aquosas, 
a menos que sejam solubilizadas em detergentes ou em 
solventes orgânicos miscíveis em água, como butanol ou 
glicerol. Algumas proteínas integrais de membrana ligam- 
-se tão fortemente aos lipídeos que só podem ser removi- 
das sob condições desnaturantes. Uma vez solubilizadas, 
as proteínas integrais podem ser purificadas por muitos 
métodos de fracionamento, discutidos no Capítulo 6. 

2. Proteínas periféricas ou extrínsecas são dissociadas das 
membranas por meio de procedimentos relativamente 
brandos , que deixam a membrana intacta, como a exposi- 
ção a soluções salinas de alta força iônica (p. ex., NaCl 1 
M), a agentes quelantes de metais ou a alterações de pH. 
Proteínas periféricas, como o citocromo c, por exemplo, 
são estáveis em soluções aquosas e não se ligam a lipí- 
deos. Proteínas desse tipo associam-se à membrana por 
se ligarem aos grupos polares dos lipídeos na superfície 
e/ou às proteínas integrais, por interações eletrostáticas 
e ligações de hidrogênio. As proteínas periféricas, quan- 
do dissociadas das membranas, comportam-se como se 
fossem proteínas globulares hidrossolúveis, podendo ser 
purificadas como tal (Capítulo 6). 

Nesta subseção, serão abordadas as proteínas integrais. 

a. As proteínas integrais são moléculas anfifílicas com 
orientação assimétrica 

Todas as membranas biológicas contêm proteínas integrais, 

as quais compreendem —25% das proteínas codificadas 


pelo genoma. Suas localizações na membrana podem ser 
determinadas por marcação de superfície, uma técnica que 
utiliza agentes que reagem com as proteínas, mas que não 
penetram na membrana. Por exemplo, uma proteína inte- 
gral na superfície externa de uma membrana celular intacta 
liga anticorpos preparados contra ela, mas uma proteína da 
superfície interna só ligará se a membrana estiver rompida. 
Analogamente, também podem ser empregados reagentes, 
fluorescentes ou marcados radiotivamente, específicos para 
proteínas aos quais a membrana é impermeável. O uso de 
tais reagentes marcadores de superfície tem revelado que al- 
gumas proteínas integrais estão expostas somente em um dos 
lados da membrana, enquanto outras, conhecidas como pro- 
teínas transmembrana, a atravessam. Contudo, não se co- 
nhece nenhuma proteína que esteja completamente oculta 
na membrana; ou seja, todas possuem alguma parte exposta 
ao meio aquoso. Tais estudos estabeleceram também que 
as membranas biológicas são assimétricas, ou seja, uma pro- 
teína em particular está localizada invariavelmente sobre uma 
face da membrana ou, no caso das proteínas transmembrana, 
está orientada em uma única direção em relação à membrana 
(Fig. 12.20). 

As proteínas integrais são anfifílicas; os segmentos imer- 
sos no interior apoiar da membrana possuem resíduos pre- 
dominantemente hidrofóbicos, enquanto as porções que se 
estendem para o meio aquoso estão em geral cobertas por 
resíduos polares. Por exemplo, os estudos de digestão pro- 
teolítica e de alterações químicas indicam que a glicoforina 
A, uma proteína transmembrana do eritrócito (Fig. 12.21), 
tem três domínios: (1) um domínio N-terminal com 72 resí- 
duos, localizado externamente e que carrega 16 cadeias de 


Glicolipídeo Oligossacarídeo Proteína integral Hélice 



FIGURÃ 12.20 Diagrama da membrana plasmática. As proteínas integrais (em cor de laranja ) estão inseridas em uma bicamada 
composta por fosfolipídeos (esferas azuis, com duas caudas sinuosas) e colesterol (em amarelo). Os carboidratos (cadeias em contas 
amarelas) componentes das glicoproteínas e os glicolipídeos (cadeias em contas verdes) ocorrem somente na face externa da mem- 
brana. A maioria das membranas biológicas possui uma proporção de proteínas mais alta do que mostrado aqui. jfl. Ver Exploração 
guiada 11: Estrutura da membrana e o modelo do mosaico fluido 
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FIGURA 12.21 Glicoforina A de eritrócitos humanos: sequência de aminoácidos e localização na membrana. A proteína, cuja 
massa contém —60% de carboidratos, sustenta 15 oligossacarídeos 0-ligados ( losangos verdes ) e um vV- ligado ( hexágono verde-es- 
curo). Abaixo está indicada a sequência predominante dos oligossacarídeos O -ligados. A porção transmembrana da proteína (em 
marrom e púrpura ) consiste em 19 resíduos sequenciais predominantemente hidrofóbicos. Sua porção C-terminal, situada na face 
citoplasmática da membrana, é rica em resíduos de aminoácidos aniônicos (em cor-de-rosa ) e catiônicos (em azul). Existem duas 
variantes genéticas comuns da glicoforina A: a glicoforina A M , que possui Ser e Gly respectivamente nas posições 1 e 5, e a glicofo- 
rina A n , que possui Leu e Glu nestas posições. (Abreviações: Gal = galactose, GalNAc = A-acetilgalactosamina, NeuNAc = ácido 
A-acetil neuramínico [ácido siálico].) (Com base em Marchesi, V.T., Semin. Hematol. 16, 8 [1979].) 


carboidratos; (2) uma sequência de 19 resíduos consistindo 
quase totalmente em resíduos hidrofóbicos que atravessam 
a membrana do eritrócito; e (3) um domínio C-terminal 
citoplasmático que possui uma alta proporção de resíduos 
carregados e polares. O domínio transmembrana forma uma 
hélice a, como é comum em muitas proteínas integrais, sa- 
tisfazendo as exigências de ligações de hidrogênio do seu 
esqueleto polipeptídico. De fato, a existência de uma única 
hélice transmembrana na glicoforina A é presumida pelo 
cálculo da variação da energia livre na transferência de um 
segmento polipeptídico a-helicoidal do interior apoiar da 
membrana para a água (Fig. 12.22). Cálculos similares feitos 
para outras proteínas integrais também identificaram suas 
hélices transmembrana. 

Em muitas proteínas integrais, o(s) segmento(s) 
hidrofóbico(s) ancora(m) a região ativa da proteína na mem- 
brana. Por exemplo, a tripsina hidrolisa a enzima citocromo 
b s , ligada à membrana, em um fragmento N- terminal polar 
de —85 resíduos enzimaticamente ativo e um fragmento 
C-terminal com —50 resíduos que permanece inserido na 
membrana (Fig. 12.23). A orientação assimétrica das proteí- 
nas integrais na membrana é mantida por suas velocidades 
ínfimas de movimentos de ponta-cabeça (ainda mais lentos 
do que os dos lipídeos ), resultante dos tamanhos maiores dos 



Ml UR A 12.22 Gráfico da variação da energia livre calculada 
para transferir segmentos a-helicoidais de 20 resíduos da gli- 
coforina A do interior de uma membrana para a água, contra 
a posição do primeiro resíduo do segmento. Picos mais altos 
do que + 85 kJ • mol indicam uma hélice transmembrana. 
(Com base em Engleman, D.M., Steitz, T.A., and Goldman, A., 
Annu. Rev. Biophys. Biophys. Chem. 15, 343 [1986].) 
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FIGURA 12.23 Associação do dtocromo bS hepático a uma 
membrana. O domínio N-terminal enzimaticamente ativo da 
proteína {púrpura ), cuja estrutura foi determinada por raios X, 
está ancorado na membrana por um segmento C-terminal hi- 
drofóbico, presumivelmente a -helicoidal ( marrom ) que come- 
ça e termina com segmentos hidrofílicos {púrpura ). A sequên- 
cia de aminoácidos da enzima de cavalo indica que essa âncora 
hidrofóbica consiste em um segmento de 13 resíduos, que ter- 
mina a uma distância de 9 resíduos da extremidade C-terminal 
do polipeptídeo {abaixo). (Diagrama de fita do domínio N- 
-terminal, com base em um desenho de Jane Richardson, Duke 
University, EUA. Sequência de aminoácidos determinada por 
Ozols, J., and Gerard, C., J. Biot. Chem. 253, 8549 [1977].) 


grupos polares das proteínas em comparação aos dos lipídeos. 
A origem dessa assimetria é discutida na Seção 12.4. 

Até o momento, relativamente poucas proteínas inte- 
grais de membrana foram cristalizadas - e somente na pre- 
sença de detergentes, os quais são, todavia, substitutos po- 
bres para as bicamadas lipídicas. Assim, a despeito de sua 
abundância biológica, somente —0,8% das proteínas com 
estrutura conhecida são proteínas integrais (das quais >80% 
são proteínas bacterianas). Existe uma base de dados des- 
sas proteínas em http://blanco.biomol.uci.edu/Membrane 


_Proteins_xtal.html. No restante desta subseção, serão dis- 
cutidas as estruturas de quatro proteínas integrais: a bacte- 
riorrodopsina, o centro de reação fotossintética bacteriano, 
as porinas e a hidrolase de amida de ácidos graxos. 

b. A bacteriorrodopsina contém um feixe de sete bastonetes 
helicoidais hidrofõbicos 

Uma das proteínas integrais mais estudadas sob o ponto de 
vista estrutural é a bacteriorrodopsina (BR) da bactéria ha- 
lofílica (amante de sal) Halobacterium salinarium , que vive 
em lugares tão salgados quanto o Mar Morto (ela prolifera 
melhor em 4,3 M de NaCl e não é viável abaixo de 2,0 M; a 
água do mar contém 0,6 M de NaCl). Sob condições de bai- 
xo 0 2 , sua membrana celular desenvolve regiões com —0,5 
|xm de extensão de membrana púrpura, cujo único compo- 
nente proteico é a BR. Essa proteína de 247 resíduos é uma 
bomba de prótons impelida por luz; ela gera um gradiente de 
concentração de prótons através da membrana que fornece 
energia para a síntese de ATP (por um mecanismo discutido 
na Seção 22.3Bh). O grupo absorvente de luz da BR, o reti- 
nal, está ligado co valentemente à Lys 216 da proteína (Fig. 
12.24). Esse cromóforo (grupo que absorve a luz), que é res- 
ponsável pela cor púrpura da membrana, é o mesmo elemen- 
to sensível à luz na visão. 

A membrana púrpura é formada por 75 % de proteínas 
e 25% de lipídeos, e tem uma estrutura incomum quando 
comparada à maioria das outras membranas (Seção 12.3 C): 
suas moléculas de BR estão organizadas em uma estrutu- 
ra bidimensional altamente ordenada (um cristal bidimen- 
sional). Isso permitiu a Richard Henderson e Nigel Unwin 
determinar a estrutura da BR com uma resolução próxima 
da atômica (3,0 À), utilizando cristalografia eletrônica (uma 
técnica desenvolvida por eles e que lembra a cristalografia 
por raios X, em que é utilizado um feixe de elétrons de um 
microscópio eletrônico para extrair difração dos cristais bi- 
dimensionais). Foi determinada mais recentemente, a estru- 
tura por raios X da BR, com resolução de 1,9 Â, com base 
em cristais únicos da proteína dissolvida em fase lipídica cú- 
bica (mistura de lipídeos e água que forma uma bicamada 
convoluta, mas contínua, interpenetrada por canais aquo- 
sos), é muito semelhante àquela determinada por cristalo- 
grafia eletrônica. 

A BR é um homotrímero. Cada uma de suas subunida- 
des consiste, em sua maior parte, de um feixe de sete bastões 
em hélice a com —25 resíduos que atravessam a bicamada 
lipídica em uma direção quase perpendicular ao plano da 
bicamada (Fig. 12.25). Por isso, diz-se que a BR é poli tópi- 
ca (do grego: topos, lugar). Os espaços de —20 Â entre as 
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FIGURA 12.24 Fórmula molecular do retinal. O retinal, grupo prostético da BR, forma uma base de Schiff com a Lys 216 da pro- 
teína. Uma ligação similar ocorre na rodopsina, o fotorreceptor do olho (Seção 19.2B). 
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FIGURA 12.25 Estrutura da bacteriorrodopsina. (a) A proteína está mostrada em forma de fita conforme é vista a partir do inte- 
rior do plano da membrana e colorida na ordem das cores do arco-íris a partir da extremidade N-terminal {azul) para a extremida- 
de C-terminal {vermelho). O retinal ligado coval entemente está desenhado na forma de bastões ( magenta ). (Com base na estrutura 
por raios X obtida por Nikolaus Grigorieff e Richard Henderson, MRC Laboratory of Molecular Biology, Cambridge, Reino 
Unido. PDBid 2BRD) (6) Estrutura por raios X de um trímero da BR, com partes dos demais trímeros ao redor, visto a partir da 
face extracelular da membrana. As moléculas de proteína estão mostradas em forma de fita (em cinza) e as caudas dos lipídeos 
associados estão representadas em forma de esferas e bastões em cores diferentes, com cores iguais para as caudas com mesma 
simetria (as cabeças polares dos lipídeos estão desordenadas e por isso não estão visíveis). Estão mostrados somente os lipídeos da 
monocamada extracelular; os da monocamada intracelular possuem uma distribuição semelhante. Observe como as sete hélices 
antiparalelas em cada monômero da BR estão organizadas ciclicamente em duas camadas de quatro e três hélices, com as hélices 
adjacentes em sequência também adjacentes no espaço (nesta orientação, a direção de N para C é no sentido horário). (Cortesia de 
Eva Pebay-Peyroula, Université Joseph Fourier, Grenoble, França. PDBid 1AP9.) jfh Ver Exercício de cineimagem 8.1 


moléculas da proteína na membrana púrpura são ocupados 
pela bicamada (Fig. 12.25b). As hélices a adjacentes, as quais 
possuem um caráter altamente hidrofóbico, estão conectadas 
em uma disposição cabeça-cauda por alças de polipeptíde- 
os curtas. Esse arranjo posiciona os resíduos carregados da 
proteína próximos da superfície da membrana, em contato 
com o solvente aquoso. Os resíduos carregados internos ali- 
nham-se no centro do feixe helicoidal de cada monômero, 
formando um canal hidrofílico que facilita a passagem de 
prótons. Outras bombas e canais de membrana (Capítulo 20) 
possuem estrutura semelhante. 

c. 0 centro de reação fotossintética contém 11 hélices 
transmembrana 

O processo fotoquímico primário da fotossíntese nas bacté- 
rias púrpuras é mediado pelo centro de reação fotossintéti- 
co (CRF; Seção 24. 2B), uma proteína transmembrana (TM) 
que consiste em, pelo menos, três subunidades diferentes 
com —300 resíduos que ligam coletivamente quatro molécu- 
las de clorofila, quatro outros cromóforos e um átomo de Fe 
não ligado a heme. O CRF de Rhodopseudomonas (Rps.) vi - 
ridis, com 1.187 resíduos, cuja estrutura por raios X foi deter- 
minada em 1984 por Hartmut Michel, Johann Deisenhofer 
e Robert Huber, foi a primeira proteína TM a ser descrita 
em detalhes em nível atômico (Fig. 12.26). A porção TM da 
proteína politópica consiste em 1 1 hélices a que formam um 
cilindro achatado de 45 Â de comprimento e com superfície 


hidrofóbica. Nos últimos capítulos, será visto que as porções 
transmembrana da maioria das proteínas TM consistem em 
feixes de um a mais de 20 hélices, a maioria deles na orienta- 
ção perpendicular à membrana embora alguns possam estar 
na orientação oblíqua e/ou não atravessarem totalmente a 
membrana. 

d. As porlnas são proteínas formadoras de canal que contêm 
barris [i transmembrana 

A membrana externa das bactérias gram-negativas (Seção 
11. 3B) as protege do meio ambiente hostil, devendo, entre- 
tanto, ser permeável a solutos polares pequenos, tais como 
nutrientes e resíduos. Essa membrana externa consequen- 
temente contém proteínas formadoras de canal, chamadas 
porinas, as quais são normalmente trímeros de subunidades 
de 30 a 50 kDa idênticas, que permitem a passagem de solu- 
tos menores que —600 D. As porinas também ocorrem na 
membrana externa da mitocôndria e dos cloroplastos (o que 
é mais uma indicação que essas organelas são provenientes 
de bactérias; Seção 1.2 A) nos eucariotos. 

As estruturas por raios X de várias porinas diferentes 
foram elucidadas, entre elas a de Rhodobacter (Rb.) cap- 
sulatus, por Georg Schulz, e as porinas OmpF e PhoE de 
E. coli, por Johan Jansonius. A OmpF, de 340 resíduos, e 
a PhoE, de 330 resíduos, compartilham 63% de identidade 
de sequência, mas possuem baixa similaridade de sequência 
com a porina de 301 resíduos de Rb. capsulatus. Todavia, 
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FIGURA 12.26 Estrutura por raios X do centro de reação fotossintética de Kps. viridis (a) As subunidades H, M e L que são 
mostradas como fitas em cor-de-rosa , azul e cor de laranja, respectivamente, possuem, em conjunto, 11 hélices transmembrana. 
O citocromo tipo c com quatro hemes (em verde), presente em algumas espécies de bactérias fotossintéticas, está ligado à face 
externa do complexo. Os grupos prostéticos estão desenhados em forma de bastões com C em amarelo, N em azul, O em ver- 
melho e o íon Fe (II) está representado por uma esfera vermelha. Está indicada esquematicamente a posição que a proteína TM 
provavelmente ocupa na bicamada lipídica. (b) Diagrama de superfície vista como na Parte a no qual os resíduos hidrofó bicos 
estão em cor bronzeada e os resíduos polares são púrpura. Observe que poucos grupos polares estão expostos na porção da pro- 
teína que fica imersa na região apoiar da bicamada lipídica. (Com base na estrutura por raios X elucidada por Johann Deisenho- 
fer, Robert Huber e Hartmut Michel, Max-Planck-Institut für Biochemie, Martinsreid, Alemanha.PDBid 1PRC). 

Ver Exercício de cineimagem 8.2 


as três possuem estruturas muito semelhantes. Cada mo- 
nômero dessas proteínas homotriméricas consiste em um 
barril 3 formado por 16 fitas antiparalelas, que formam um 
poro central acessível ao solvente, com um comprimento de 
—55 Á e um diâmetro mínimo de —7 À (Fig. 12.27; con- 
tudo, também são conhecidas proteínas de membrana do 
tipo barril 3 com 8, 10, 12, 14, 18, 19, 22 e 24 fitas). Nas 
porinas OmpF e PhoE, as extremidades N- e C-terminais 
associam-se por meio de uma ponte salina na 16 * fita 3, for- 
mando uma estrutura pseudocíclica (Fig. 12.27a). Note que 
um barril 3 satisfaz totalmente o potencial de ligações de 
hidrogênio do esqueleto polipeptídico, como em uma hélice 
a. Conforme esperado, as cadeias laterais na superfície da 
proteína expostas à membrana são apoiares, formando uma 
faixa hidrofóbica de —25 À de altura que envolve o trímero 
(Fig. 12.27c). Em contraste, as cadeias laterais na superfí- 
cie da proteína expostas ao solvente são polares, incluindo 
aquelas que revestem as paredes do canal aquoso. Os possí- 
veis mecanismos da seletividade dessas porinas pelo soluto 
serão discutidos na Seção 20.2D. 


e. A hidrolase da amida de ácidos graxos liga-se a apenas 
uma lâmina da bicamada 

Nem todas as proteínas integrais são proteínas TM. Por 
exemplo, a enzima hidrolase da amida de ácidos graxos 
(FAAH) é uma proteína integral que se liga à face citoplas- 
mática da membrana plasmática. Diz-se, por isso, que é uma 
proteína monotópica, da mesma forma que o citocromo b 5 
(Fig. 12.33). A estrutura por raios X da FAAH, determina- 
da por Raymond Stevens e Benjamin Cravatt, revela que 
cada subunidade de 537 resíduos desse homodímero con- 
siste em 11 folhas 3 mistas entrelaçadas circundadas por 28 
hélices a de vários comprimentos (Fig. 12.28). Seu segmen- 
to de ligação à membrana consiste em um motivo hélice- 
-volta-hélice cuja superfície está voltada para fora do corpo 
da proteína formando um platô hidrofóbico. Seus resíduos 
apoiares, muitos dos quais são aromáticos, estão entremea- 
dos com vários resíduos básicos, que supostamente intera- 
gem eletrostaticamente com os grupos polares dos fosfolipí- 
deos da membrana. A estrutura de seu motivo hidrofóbico 
lembra a estrutura por raios X de duas outras proteínas 
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FIGüRA 12.27 Estrutura por raios X do cristal da porina OmpF de E. 

coli. (a) Diagrama de fitas do monômero colorido na ordem do arco- 
-íris de sua extremidade N-terminal (azul) para a extremidade C- ter- 
minal (vermelho). Cada uma das 16 fitas do barril p antiparalelo tem 
uma inclinação de —45° em relação ao eixo do barril. A fita C-terminal 
continua pelo segmento N-terminal (embaixo à esquerda), formando 
uma fita pseudocontínua. Todas as porinas cujas estruturas são conheci- 
das têm propriedades estruturais semelhantes, (b) Diagrama de fitas do 
trímero encaixado em sua superfície semitransparente e visto ao longo 
de seu eixo de simetria axial a partir do exterior da célula mostrando o 
poro no interior de cada sub unidade. As subunidades estão representa- 
das em cores diferentes.) Na interface entre as subunidades, as fitas em 
folhas p adjacentes estendem-se perpendicularmente uma em relação 
à outra, (c) Modelo de volume atómico do trímero visualizado perpen- 
dicularmente em relação ao seu eixo de simetria axial. Os átomos de N 
são azuis, os de O são vermelhos e os de C são verdes - exceto os que 
estão nas cadeias laterais dos resíduos de Trp e Tyr que são brancos. 
Esses grupos aromáticos delimitam uma faixa hidrofóbica de —25 A de 
altura (escala à direita), que está imersa na porção apoiar da membrana 
bacteriana externa (com o exterior da célula no topo de a e c). Compa- 
re a faixa hidrofóbica desta figura com a da Fig. 12.266. (Com base em 
uma estrutura por raios X descrita por Johan Jansonius, University of 
Basel, Suíça. PDBid ÍOPF. Ver Exercício 8.3 de cineimagem 


FIGURA 2.28 Estrutura por raios X da hidrolase da amida de áci- 
dos graxos de fígado de rato, mostrando sua provável disposição na 
camada citoplasmática da membrana plasmática. A enzima homodi- 
mérica é vista ao longo do plano da membrana (cinza) com seu eixo 
de simetria vertical de ordem 2. Está desenhado na forma de fita com 
cada subunidade colorida na ordem do arco-íris a partir da extremida- 
de N-terminal (azul) para a C-terminal (vermelho) exceto para o su- 
posto motivo de ligação à membrana que está em verde escuro. O ini- 
bidor ligado à enzima, metilaraquidomlfluorfosfonato, está desenhado 
na forma de modelo de volume atômico com C verde, O vermelho e P 
cor de laranj a. O modelo da membrana foi gerado por uma simulação 
de dinâmica molecular de uma bicamada de palmitoiloleoilfosfatidi- 
letanolamina. (Com base em uma estrutura por raios X descrita por 
Raymond Stevens e Benjamin Cravatt, Scripps Research Institute, La 
Jolla, Califórnia, EUA. PDBid 1MT5) 
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integrais monotópicas, a prostaglandina-H-sintase (Seção 
25.7B) e a esqualenopeno-ciclase (Seção 25.6Ad). Não obs- 
tante, estas enzimas não apresentam homologia estrutural 
ou sequencial aparente, o que sugere que elas tenham inde- 
pendentemente desenvolvido modos semelhantes de inte- 
gração com a membrana. 

f. As proteínas integrais possuem características estruturais 
em comum 

As interações hidrofóbicas, como visto na Seção 8.4, são as 
forças dominantes que estabilizam as estruturas tridimen- 
sionais das proteínas globulares hidrossolúveis. No entanto, 
uma vez que as regiões das proteínas integrais expostas à 
membrana estão imersas em um meio apoiar, o que estabiliza 
suas estruturas? A análise de uma grande variedade de pro- 
teínas integrais indica que suas regiões expostas à membrana 
possuem uma organização oposta à das proteínas hidrossolú- 
veis: seus resíduos expostos à membrana são, em média, mais 
hidrofóbicos do que seus resíduos internos, mesmo que estes 
tenham hidrofobicidade média e densidade de compactação 
comparáveis às das proteínas hidrossolúveis. Evidentemente, 
as estruturas das proteínas integrais e das hidrossolúveis são 
estabilizadas pela exclusão de seus resíduos internos pelo sol- 
vente, embora , no caso das proteínas integrais, o solvente seja 
a bicamada lipídica. Além disso, a baixa polaridade e o am- 
biente anidro das proteínas transmembrana parecem refor- 
çar suas ligações de hidrogênio em comparação com as das 
proteínas solúveis. 

Nas proteínas TM precedentes, essas porções dos ele- 
mentos estruturais secundários de membrana (hélices em 
BR, e CRF e as fitas |3 nas porinas) que entram em contato 
com o cerne hidrocarbonado da bicamada consistem princi- 
palmente nos resíduos hidrofóbicos Ala, Ile, Leu, Vai e Phe. 
Os resíduos flanqueadores, que penetram na região de inter- 
face da bicamada, são enriquecidos com Trp e Tyr. Assim, 
as faixas transmembrana hidrofóbicas das proteínas TM são 
delimitadas pelos anéis das cadeias laterais de Trp e Tyr (p. 
ex., Fig. 12.27c) que representam a interface água-bicamada. 
Observe que essas cadeias laterais são orientadas de tal forma 
que suas porções polares (átomos N e O) se estendem para 
dentro das regiões polares da membrana, fenômeno chamado 
snorkeling. As cadeias laterais de Lys e Arg próximas à su- 
perfície tendem a se orientar de forma similar. Em contraste, 
as cadeias laterais de Phe, Leu e Ile tendem a apontar para 
o núcleo da membrana, fenômeno chamado antisnorkeling. 

Nas proteínas TM descritas anteriormente, os elemen- 
tos estruturais secundários que estão adjacentes em se- 
quência são também adjacentes em estrutura, tendendo, 
assim, a ser antiparalelos. Essa topologia de vaivém, re- 
lativamente simples, resulta de restrições associadas à in- 
serção de uma cadeia polipeptídica dobrada na bicamada 
lipídica (Seção 12.4Be). 

B. Proteínas ligadas a lipídeos 

Os lipídeos e as proteínas associam-se covalentemente, for- 
mando proteínas ligadas a lipídeos, cujas porções lipídicas 
ancoram à membrana suas proteínas ligadas e fazem a me- 
diação as interações proteína-proteína. As proteínas formam 
ligações covalentes com três classes de lipídeos: (1) grupos 
isoprenoides, como resíduos farnesil e geranilgeranil, (2) 


grupos acil-graxos, como os resíduos miristoil e palmitoil, e 
(3) fosfolipídeos glicoinositóis (GPIs, de glycoinositol phos- 
pholipids). Nesta subseção, são apresentadas as proprieda- 
des dessas proteínas ligadas a lipídeos. 


a. Proteínas preniladas 

Várias proteínas possuem grupos isoprenoides ligados cova- 
lentemente, principalmente os resíduos farnesil C 15 e geranil- 
geranil C 20 (o isopreno, um hidrocarboneto C 5 , é a unidade a 
partir da qual são formados muitos lipídeos, inclusive o co- 
lesterol e outros esteróides; Seção 25.6A). 



Isopreno 



Resíduo de farnesil 



Resíduo de geranilgeranil 


O sítio mais comum de isoprenilação (ou somente prenila- 
ção) nas proteínas é o tetrapeptídeo C-terminal CaaX, onde 
C é Cys, “a” com frequência é um resíduo de amino ácido 
alifático e X é qualquer aminoácido. Contudo, a identidade 
de X é o determinante principal da prenilação: as proteínas 
são farnesiladas quando X for Gin, Met ou Ser e geranilgera- 
niladas quando X for Leu. Em ambos os casos, o grupo prenil 
é ligado enzimaticamente ao átomo de enxofre da Cys por 
uma ligação tioéter. O tripeptídeo aaX é excisado proteoliti- 
camente e o novo grupo carboxiterminal exposto é esterifica- 
do por um grupo metila (Fig. 12.29). 

Foram também caracterizados dois outros sítios de pre- 
nilação: (1) a sequência C-terminal CXC, na qual ambos os 
resíduos de Cys são geranilgeranilados e o grupo carboxílico 
terminal é metilado; (2) a sequência C-terminal CC, na qual 
um ou ambos os resíduos de Cys são geranilgeranilados, mas 
o grupo carboxílico não é metilado. As proteínas preniladas 
dessa forma pertencem quase exclusivamente à família das 
Rab, pequenas proteínas ligadoras de G I F que estão envolvi- 
das com o tráfego intracelular de membranas (Seção 12.4Db). 

Para que serve a prenilação das proteínas? Muitas pro- 
teínas preniladas estão associadas a membranas intracelu- 
lares, e mutações em suas Cys de prenilação bloqueiam sua 
localização na membrana. Evidentemente, o grupo prenila 
hidrofóbico pode ancorar a proteína à membrana. Contudo, 
isso é somente parte da história, uma vez que proteínas com 
o mesmo grupo prenila podem localizar-se em diferentes 
membranas intracelulares. Além disso, a fusão do motivo 
CaaX de uma proteína normalmente prenilada ao grupo 
C-terminal de uma proteína normalmente não prenilada re- 
sulta em uma proteína híbrida prenilada e metilada corre- 
tamente, mas que permanece no citosol. Essas observações 
sugerem que as proteínas preniladas podem interagir com re- 
ceptores de membrana específicos e, consequentemente, que 
a prenilação também facilita as interações proteína-proteína. 
Essa ideia é corroborada pela observação que, em determi- 
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ÍIGURA í 2.29 Proteínas preniladas. (a) Uma proteína famesilada e (b) uma proteína geranilgeranilada. Em ambos os casos, a 
proteína é sintetizada com a sequência C- terminal CaaX, onde C é Cys, “a” com frequência é um aminoáddo alif ático e, X é qual- 
quer aminoácido. Depois que o grupo prenila é acoplado à proteína por uma ligação tioéter com o resíduo de Cys, o tripeptídeo 
aaX é removido por hidrólise e o novo grupo carboxílico terminal exposto é esterificado a um grupo metila. Quando X é Ala, Met 
ou Ser, a proteína é famesilada, e quando X é Leu, ela é geranilgeranilada. 


nadas proteínas envolvidas em sinalização intracelular (p. 
ex., Ras [Seção 19.3Cf] e as chamadas proteínas G [Seção 
19.2J), a prenilação e a metilação intensificam as associações 
que medeiam a transmissão de sinal. 

b. Proteínas acüadas 

Dois tipos de ácidos graxos podem ligar-se co valentemente 
às proteínas das membranas eucarióticas: 

1. O ácido mirístico, um ácido graxo saturado C 14 , biolo- 
gicamente raro (Tabela 12.1), que é anexado à proteína 
por meio de uma ligação amida com o grupo a-amino 
de um resíduo de Gly na extremidade N-terminal. A mi- 
ristoilação quase sempre ocorre durante a tradução (à 
medida que a proteína está sendo sintetizada) e essa liga- 
ção é estável, isto é, o grupo miristoil tem uma meia-vida 
similar à da proteína à qual está ligado. 

2. O ácido palmítico, um ácido graxo saturado C 16 , biolo- 
gicamente comum, que é unido à proteína por meio de 
uma ligação tioéster a um resíduo de Cys específico. Em 
alguns casos, a proteína palmitoilada é também preni- 
lada. Por exemplo, Ras deve ser famesilada e metilada, 
conforme descrito anteriormente, antes de ser palmitoi- 
lada no resíduo de Cys que precede em vários resíduos 
a extremidade C-terminal da proteína. A palmitoilação 
ocorre após a tradução no citosol e é reversível. 

Supõe-se que os grupos acila de ácidos graxos funcionem 
como âncoras para as proteínas na membrana, tanto quan- 
to os grupos prenila. No entanto, as exigências de muitas 
proteínas por resíduos acil-graxos específicos sugerem que 
esses grupos também participem no direcionamento dessas 
proteínas para localizações celulares específicas. De fato, as 


proteínas palmitoiladas ocorrem quase exclusivamente na 
face citoplasmática da membrana, enquanto as proteínas mi- 
ristoiladas são encontradas em um grande número de com- 
partimentos subcelulares, incluindo o citosol, o retículo en- 
doplasmático, o aparelho de Golgi, a membrana plasmática e 
o núcleo. Muitas proteínas aciladas participam em processos 
de sinalização intracelular por meio de interações proteína- 
-proteína de modo similar às proteínas preniladas. A reversi- 
bilidade da palmitoilação parece estar envolvida no controle 
de processos de sinalização intracelular, uma vez que a afini- 
dade pelas membranas e as atividades biológicas de muitas 
proteínas são intensificadas pela palmitoilação. 

c. Proteínas ligadas a GPI 

Os grupos glicosilfosfatidilinositol ( GPI) funcionam no an- 
coramento de uma ampla variedade de proteínas à superfície 
externa da membrana plasmática eucariótica. Não existe uma 
relação óbvia entre as numerosas proteínas que possuem 
âncoras de GPI, entre as quais estão enzimas, receptores, 
proteínas do sistema imune e antígenos. Evidentemente, os 
grupos GPI proporcionam simplesmente uma alternativa aos 
domínios polipeptídicos transmembrana na ligação de proteí- 
nas à membrana plasmática. 

A estrutura central das âncoras de GPI consiste em um 
fosfatidilinositol (Tabela 12.2) ligado por ligação glicosídica 
a um tetrassacarídeo linear composto por três resíduos de 
manose e um resíduo glicosaminil (Fig, 12.30). A manose na 
extremidade não redutora dessa estrutura forma uma ligação 
fosfoéster com o resíduo de fosfoetanolamina, o qual, por sua 
vez, está unido por uma ligação amida ao grupo carboxílico 
C-terminal da proteína. O núcleo tetrassacarídico em geral é 
formado por uma grande diversidade de resíduos de açúcar, 
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FIGURA 12.30 Estrutura do núcleo das âncoras de 
GPI das proteínas. R 1 e R 2 representam resíduos de 
ácidos graxos cujas identidades variam de acordo com 
a proteína. O tetrassacarídeo pode ser constituído de 
uma grande variedade de açúcares, cujas identidades 
também variam de acordo com a proteína. Além dis- 
so, o resíduo da fosfoetanolamina pode estar unido a 
ambos os resíduos da manose no tetrassacarídeo. 
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que variam com a identidade da proteína. Existe, igualmente, 
uma diversidade considerável de resíduos de ácidos graxos. 
A síntese das âncoras de GPI será discutida na Seção 23.3Bk. 

Proteínas ancoradas por GPI ocorrem na superfície ex- 
terna da membrana plasmática pelo mesmo motivo que ocor- 
rem os resíduos de carboidrato das glicoproteínas (discutido 
na Seção 12.4Ca). As proteínas destinadas ao ancoramento 
por GPI são sintetizadas com sequências C-terminais de 
20 a 30 resíduos hidrofobicos que atravessam a membrana 
(conforme descrito na Seção 12.4Ba) e que são removidos 
durante a adição de GPI. Esse fato é corroborado pela obser- 
vação que as proteínas ancoradas dessa forma são liberadas 
da membrana por ação de fosfolipases específicas para fosfa- 
tidilinositol (Seção 19.4B), demonstrando, assim, que os poli- 
peptídeos maduros não estão inseridos na bicamada lipídica. 

C. Modelo de mosaico fluido para a estrutura da 
membrana 

4 yo Ver Exploração guiada 11: Estrutura da membrana e o modelo de 
mosaico fiuido A fluidez demonstrada em bicamadas lipídicas 
artificiais sugere que as membranas biológicas possuem pro- 
priedades semelhantes. Essa ideia foi proposta em 1972 por S. 
Jonathan Singer e Garth Nicolson na sua teoria unificadora 
da estrutura da membrana, conhecida como modelo de mo- 
saico fluído. A teoria postula que as proteínas seriam iceber- 
gs flutuando cm um “mar” lipídico bidimensional (ver Fig. 
12.20), e que essas proteínas se difundiriam livres lateralmen- 
te na matriz lipídica, a menos que seu movimento fosse res- 
tringido por associações com outros componentes celulares. 

a. O modelo de mosaico fluido foi verificado 
experimentalmente 

A validade do modelo do mosaico fluido foi comprovada de 
várias maneiras. Talvez a mais brilhante tenha sido a baseada 
no experimento de Michael Edidin (Fig. 12.31). Células de ca- 
mundongo em cultura foram fusionadas com células humanas 


por tratamento com o vírus Sendai, gerando uma célula híbri- 
da conhecida como heterocárion. As células de camundongo 
foram marcadas com anticorpos específicos ligados covalente- 
mente a um corante fluorescente verde (imunofluorescência). 
As proteínas das células humanas foram marcadas da mesma 
forma com um marcador fluorescente vermelho. Com a fusão, 
as proteínas de camundongo e as humanas foram segregadas 
nas duas metades do heterocárion, como visualizado ao mi- 
croscópio de fluorescência. Após 40 minutos a 37° C, contudo, 
essas proteínas estavam completamente misturadas. A adição 
de substâncias que inibem o metabolismo ou a síntese proteica 
não retardou esse processo, mas a diminuição da temperatu- 
ra para menos de 15°C sim. Essas observações indicam que o 
processo é independente de energia metabólica ou de nova 
síntese proteica. O processo é, na verdade, o resultado da di- 
fusão das proteínas existentes por toda a membrana fluida, e é 
retardado pela diminuição da temperatura. 

Medidas de recuperação da fluorescência após fotodesco- 
loração (Fig. 12.15) indicam que as proteínas de membrana 
variam nas suas velocidades de difusão lateral. De 30 a 90% 
dessas proteínas são livremente móveis: elas difundem-se a ve- 
locidades apenas uma ordem de magnitude mais lentas do que 
os lipídeos, que são bem menores, de forma que demoram de 
10 a 60 minutos para se difundirem ao longo do comprimento 
de 20 fim de uma célula eucariótica. Outras proteínas difun- 
dem-se mais lentamente, enquanto algumas são essencialmen- 
te imóveis por possuírem ligações submembrana. 

A distribuição das proteínas na membrana pode ser vi- 
sualizada por microscopia eletrônica usando as técnicas de 
criofratura e crioentalhe. Na criofratura, técnica desenvolvida 
por Daniel Branton, uma amostra de membrana é congelada 
rapidamente a uma temperatura próxima da do nitrogênio 
líquido ( - 196°C). Isso imobiliza a amostra e minimiza a per- 
turbação gerada pela manipulação subsequente. A amostra 
é então fraturada com um criomicrótomo, que com frequên- 
cia separa as duas lâminas da bicamada (Fig. 12.32). Uma 
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(a) Célula de camundongo Célula humana 



FIGURA 12.31 Fusão, induzida pelo vírus Sendai, de uma 
célula de camundongo com uma célula humana e a subsequente 
mescla dos componentes da superfície celular visualizada por 
imunofluorescência. Os antígenos humanos e de camundongo 
carregam marcadores fluorescentes nas cores vermelha e ver- 
de, respectivamente, (a) O vírus Sendai, encapsulado em uma 
membrana, liga-se especificamente aos receptores de superfície 
em ambos os tipos celulares e fusiona-se com suas membranas. 
(6)0 resultado disso é a formação de uma ponte citoplasmá- 
tica entre as células, que se expande formando o heterocárion. 
(c) Após 40 minutos, os marcadores verdes e vermelhos estão 
totalmente mesclados. As fotomicrogr afias foram feitas com 
o uso de filtros que permitem que somente a luz verde ou a 
vermelha cheguem à câmera; a da Parte b é resultado de dupla 
exposição e as da Parte c são da mesma célula. (As microfoto- 
grafias de imunofluorescência são cortesia de Michael Edidin, 
The Johns Hopkins University, EUA.) 

vez que a membrana exposta pode ser destruída pelo feixe 
de elétrons, sua réplica metálica é feita pelo recobrimento 
com uma fina camada de carbono, sombreamento (cobrindo- 
-a por deposição evaporativa sob alto vácuo) com platina e 
remoção da matéria orgânica por tratamento com ácido. Essa 
réplica metálica pode ser examinada ao microscópio eletrôni- 


/ 



FIGURA 12.32 A técnica de criofratura. Uma membrana 
separada por criofratura, conforme o desenho esquemático, ex- 
põe o interior da bicamada lipídica e as proteínas nela inseridas. 
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FIGURA 12.33 O procedimento de crioentalhe. O gelo que 
envolve uma membrana fraturada (no alto ) é parcialmente 
sublimado, expondo a superfície externa ( abaixo ) para análise 
por microscopia eletrônica. 


co. No procedimento de crioentalhe, a superfície externa da 
membrana adjacente à área partida revelada por criofratura 
também pode ser visualizada ao se sublimar (“entalhar”), a 
-100°C, parte do gelo que a envolve (Fig. 12.33). 
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As micrografias eletrônicas de crioentalhe da maioria 
das membranas biológicas mostram uma face interna de 
fratura com partículas globulares de 50 a 85 Á de diâmetro 
(Fig. 12.34), que parecem estar distribuídas aleatoriamente. 
Essas partículas correspondem a proteínas de membrana, 
pois desaparecem quando a membrana é tratada com pro- 
teases antes da criofratura. Esse fato é corroborado pela 
observação de que a membrana de mielina, que possui um 
conteúdo proteico baixo, bem como os lipossomos, que são 
compostos somente de lipídeos, apresentam faces internas de 
fratura lisas. A superfície externa da membrana também tem 
um aspecto relativamente liso (Fig. 12.34), pois as proteínas 
integrais tendem a não protuberar muito além dela. A distri- 
buição de proteínas externas individuais pode ser visualizada 
por procedimentos de coloração, como o uso de anticorpos 
marcados com ferritina, gerando micrografias eletrônicas se- 
melhantes à mostrada na Fig. 11.34. 

b. Os lipídeos e as proteínas de membrana têm uma 
distribuição desigual 

A distribuição dos lipídeos entre as duas faces das membranas 
biológicas foi determinada pelo uso de enzimas, conhecidas 
como fosfolipases, que hidrolisam fosfolipídeos. Como essas 
enzimas não podem atravessar a membrana, somente os fos- 
folipídeos da superfície externa de células intactas são susce- 
tíveis à sua ação. Tais estudos indicam que os lipídeos, a ssim 
como as proteínas, estão distribuídos assimetricamente entre as 
duas lâminas da bicamada (p. ex., Fig. 12.35). Os carboidratos, 
como visto (Seção 11.3Cd), estão localizados quase exclusiva- 
mente na superfície externa da membrana plasmática. 

Os lipídeos e as proteínas da membrana plasmática tam- 
bém se organizam lateralmente. Assim, a membrana plas- 
mática da maioria das células possui dois ou mais domínios 
distintos com funções diferentes. Por exemplo, a membrana 
plasmática das células epiteliais (as células que revestem as 
cavidades corporais e as superfícies livres) possui um domí- 
nio apical, voltado para o lúmen da cavidade e que frequen- 
temente possui uma função específica (p. ex., a absorção de 
nutrientes nas células intestinais com borda em escova; Seção 
20.4A) , e um domínio basolateral, que reveste o restante da 
célula. Esses dois domínios, que não se misturam, possuem 
composição diferente de lipídeos e de proteínas. 

Uma grande variedade de medidas indicam que as cen- 
tenas de lipídeos e proteínas diferentes dentro de um dado 
domínio da membrana plasmática não estão uniformemente 
misturados, mas com frequência estão segregados formando 



FIGURA 12.34 Micrografía eletrônica de um crioentalhe da 
membrana plasmática de eritrócito humano. A face interior 
exposta está guarnecida de numerosas partículas globulares, 
que são as proteínas integrais (ver Fig. 12.32). A superfície 
externa aparece mais lisa do que a interna porque as proteínas 
não se projetam muito além da superfície externa da membra- 
na. (Cortesia de Vincent Marchesi, Yale University, EUA.) 

microdomínios que contêm somente determinados tipos de 
lipídeos de proteínas. Isto ocorre por várias razões: 

1. Determinadas proteínas integrais associam-se para for- 
mar agregados ou manchas na membrana (p. ex., BR), 
que, por sua vez, se associam preferencialmente com li- 
pídeos específicos. Alternativamente, algumas proteínas 
integrais estão posicionadas associadas a elementos do 
citoesqueleto (subj acente à membrana plasmática; Seção 
1.2A) ou aprisionadas dentro dos espaços circundados 
pelas “cercas” resultantes. 

2. As proteínas integrais podem interagir especificamente 
com determinados lipídeos. Por exemplo, combinações 
erradas entre a extensão de um segmento hidrofóbico 
TM de uma proteína integral e a espessura média da bi- 
camada lipídica podem resultar no acúmulo seletivo de 
determinados fosfolipídeos ao redor da proteína, for- 
mando um anel de 10 a 20 camadas. 

3. íons metálicos divalentes, em especial Ca 2í , ligam-se 
seletivamente a grupos polares carregados, como os da 
fosfatidilserina, causando a agregação desses lipídeos na 
membrana. Sabe-se que essas separações de fase induzi- 
das por íons metálicos regulam as atividades de determi- 
nadas enzimas ligadas à membrana. 


FIGURA 12.35 Distribuição assimétrica dos fos- 
folipídeos na membrana de eritródto humano. O 

conteúdo de fosfolipídeos está expresso em mol 
porcento. (Com base em Rothman, J.E., and Le- 
nard, J., Science 194, 1744 [1977].) 
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4. Os glicoesfingolipídeos (que ocorrem somente na lâmina 
externa da membrana plasmática) e o colesterol agru- 
pam-se para formar balsas móveis e invaginações em for- 
mato de garrafa com —75 nm de diâmetro, denominadas 
cavéolas (do latim, pequenas cavernas), com as quais de- 
terminadas proteínas se associam. Glicoesfingolipídeos 
sozinhos nâo formam bicamadas, pois seus grupos pola- 
res grandes impedem o agrupamento das suas caudas hi- 
drofóbicas predominantemente saturadas. O colesterol, 
por sua vez, não forma bicamadas devido ao pequeno 
tamanho do seu grupo polar. No entanto, os glicoesfingo- 
lipídeos aparentemente se associam lateralmente nesses 
microdomínios, por meio de interações fracas entre os 
grupos polares de seus carboidratos, sendo os espaços en- 
tre as caudas preenchidos com colesterol. As balsas e as 
cavéolas formadas por esfingolipídeos-colesterol não são 
solubilizadas a 4°C por detergentes sem carga, tais como 
Triton X-100 (Fig. 12.19). A baixa densidade das mem- 
branas resistentes a detergentes (MRDs) permite seu iso- 
lamento por ultracentrifugação em gradiente de sacarose 
(Seção 6.5Ba), tornando possível a identificação das pro- 
teínas associadas. Muitas das proteínas que participam de 
processos de sinalização transmembrana (Capítulo 19), 
inclusive proteínas ligadas a GPI, associam-se preferen- 
cialmente com essas membranas. As cavéolas, as quais 
parecem balsas com uma ou mais caveolinas (proteínas 
homólogas) associadas, são também enriquecidas com 
proteínas que participam de processos de sinalização. 

Deve-se observar que todos esses agregados são estrutu- 
ras altamente dinâmicas, que trocam rapidamente proteínas 
e lipídeos com a membrana circundante, como consequência 
das interações fracas e transientes entre os componentes da 
membrana e suas interações com o citoesqueleto subjacente. 
De fato, as técnicas de rastrear moléculas (Seção 12.2Ca) tem 
demonstrado que as moléculas de lipídeos nas membranas 
biológicas executam uma série de movimentos aleatórios de 
curtos em breve períodos de tempo (— 10ms) intercaladas com 
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FIGURA 12.36 Difusão por saltos das moléculas de dioleoil- 
fosfatidiletanolamina individualmente marcadas com ouro 
coloidal na membrana plasmática. A posição de cada partí- 
cula foi determinada em intervalos de 25s (uma taxa de 40,500 
quadros • s 1 ) dentro de um período de tempo de 62ms (2.500 
etapas). As linhas coloridas conectam porções sucessivas da 
partícula, com segmentos coloridos diferentes representando 
as várias regiões plausíveis na membrana plasmática, na qual a 
partícula parece ter sido confinada transientemente (em ordem 
púrpura, azul, verde, cor de laranja e vermelho). (Cortesia de 
Akihiro Kasumi, Nagoya University, J apão) 


grandes saltos laterais (Fig. 12.36), um processo denominado 
difusão por saltos. Evidentemente, as membranas biológicas 
são fluidos bidimensionais particionados ao invés de contínuos. 

D. A membrana do eritrócito 

A relativa simplicidade, a disponibilidade e a facilidade no 
seu isolamento tornaram a membrana do eritrócito a mem- 
brana biológica mais estudada e melhor compreendida. Por 
isso, ela é um modelo para as membranas mais complexas de 
outros tipos celulares. Um eritrócito maduro de mamífero é 
desprovido de organelas e realiza poucos processos metabó- 
licos; ele é essencialmente uma bolsa membranosa de hemo- 
globina. A membrana do eritrócito pode ser obtida por lise 
osmótica, que faz o conteúdo celular extravasar. As partícu- 
las membranosas resultantes são conhecidas como fantasmas 
de eritrócito, pois, ao retornarem às condições fisiológicas, 
a membrana fecha-se novamente, formando partículas inco- 
lores que retêm sua forma original. De fato, ao transferir os 
fantasmas fechados para outro meio, o seu conteúdo pode 
diferir da solução externa. 

a. A membrana dos eritrócltos contém uma variedade de 
proteínas 

A membrana do eritrócito possui uma composição mais ou 
menos típica de membrana plasmática, sendo a metade de 
proteínas, um pouco menos de lipídeos e o restante de carboi- 
dratos (Tabela 12.4). Suas proteínas podem ser separadas por 
eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS (Seção 6.4C) após 
a solubilização da membrana com uma solução de SDS a 1 % . 
O eletroforetograma da membrana de um eritrócito humano 
corado com azul brilhante de Coomassie mostra sete bandas 
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FIGURA 12.37 Eletroforetograma de SDS-PAGE das proteí- 
nas de membrana de eritródtos humanos coradas com azul bri- 
lhante de Coomassie. As bandas designadas 4,1 e 4,2 não se se- 
param na concentração de 1 % de SDS utilizada. As bandas de 
menor intensidade não estão identificadas por uma questão de 
clareza. As posições das quatro sialoglicoproteínas que seriam 
reveladas por coloração com PAS estão indicadas. (Cortesia de 
Vincent Marchesi, Yale University, EUA.) 
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principais e muitas bandas minoritárias (Fig. 12.37). Se as pro- 
teínas separadas no eletroforetograma forem tratadas com o 
ácido periódico de Schiff (APS), que cora carboidratos, são 
evidenciadas quatro bandas chamadas APS. Os polipeptídeos 
correspondentes às bandas 1, 2, 4,1, 4,2, 5 e 6 são facilmente 
extraídos da membrana por alterações na força iônica ou no 
pH, sendo portanto proteínas periféricas. Tais proteínas estão 
localizadas na superfície interna da membrana, o que é consis- 
tente com a observação de que elas não são alteradas quando 
eritrócitos intactos ou fantasmas fechados são incubados com 
enzimas proteolíticas ou com reagentes para os quais a mem- 
brana é impermeável. Entretanto, essas proteínas serão alte- 
radas se fantasmas “furados” forem tratados dessa maneira. 

Em contraste, as bandas 3 e 7 e as quatro bandas de APS 
correspondem a proteínas integrais; elas só podem ser disso- 
ciadas da membrana por extração com detergentes ou sol- 
ventes orgânicos. Destas, a banda 3 e as bandas de APS 1 e 2 
correspondem a proteínas TM, conforme evidenciado pelos 
seus padrões de marcação diferentes obtidos quando células 
intactas são tratadas com reagentes marcadores de proteínas 
que não atravessam a membrana, ou quando esses reagentes 
são introduzidos dentro de fantasmas fechados. A banda 1 de 
APS é um dímero de glicoforina A, que se forma por meio 
de uma associação, resistente a SDS, entre as hélices TM das 
cadeias polipeptídicas (Fig. 12.21); esse dímero é a forma na- 
tiva da proteína. A banda 2 de APS é a forma monomérica 
da glicoforina A. 

O transporte de CO. no sangue (Seção 10.1C) requer que 
a membrana do eritrócito seja permeável a HCO s e Cl~ (a ma- 
nutenção da ele trone utr alidade requer que, para cada HC0 3 ~ 
que entra na célula, um CF ou algum outro ânion deve sair; 
Seção 10.1Gb). O transporte rápido destes e de outros ânions 
através da membrana é mediado por um canal aniônico* es- 
pecífico. Existe ~ 1 milhão desses canais em cada célula (com- 
preendendo > 30% das proteínas de membrana). A proteína 
da banda 3 (929 resíduos e 5 a 8% de carboidratos) reage espe- 
cificamente com reagentes marcadores de proteínas aniônicas 
que bloqueiam o canal aniônico, indicando assim que esse ca- 
nal é composto pela proteína da banda 3. Além disso, estudos 
de ligações cruzadas com reagentes bifuncionais (Seção 8. 5 Ca) 
demonstram que o canal aniônico é, pelo menos, um dímero. 
A hemoglobina, as enzimas glicolíticas (que metabolizam gli- 
cose) aldolase, fosfofrutocinase (PFK) e a proteína da banda 6 
gliceraldeído-3-fosfato-desidrogenase (GAPDH; Seção 17. 2F) 
ligam-se à proteína da banda 3 na face citoplasmática da mem- 
brana de forma específica e reversível. Não se conhece o signi- 
ficado funcional dessa observação. 

b. O citoesqueleto do eritrócito é responsável por sua forma 
e flexibilidade 

A forma discoide bicôncava de um eritrócito normal (Fig. 
7.19a) assegura a difusão rápida de 0 2 para as moléculas de he- 
moglobina, colocando-as a uma distância não maior do que 1 
|xm da superfície celular. Contudo, as regiões das bordas e da 
depressão central do eritrócito não ocupam posições fixas na 
membrana da célula. Isso pode ser demonstrado ancorando- 
-se um eritrócito, por uma pequena porção de sua superfície, 


* N. de T.: Rigorosamente, este canal aniônico é um transportador e não 
um canal, pois canais iônicos não realizam o transporte acoplado de dois 
íons simultaneamente. 


a uma lâmina de microscópio e induzindo a célula a mover- 
-se lateralmente com um fluxo suave de tampão isotônico. Um 
ponto situado originalmente em uma borda do eritrócito irá 
mover-se pela depressão até a borda oposta. Evidentemente, a 
membrana rola pela célula de maneira similar à esteira de um 
trator, mantendo, entretanto, sua forma. Essa extraordinária 
propriedade mecânica da membrana do eritrócito é resultado 
da presença de uma rede submembrana de proteínas que fun- 
ciona como um “esqueleto” - o citoesqueleto celular. De fato, 
essa propriedade é parcialmente reproduzida por um modelo 
mecânico que consiste em uma esfera geodésica (uma gaiola 
esferoidal) livremente articulada nas interseções de suas bar- 
ras, mas impedida de colapsar além de uma superfície plana. 
Quando colocada dentro de um saco plástico com vácuo, essa 
gaiola também assume uma forma de disco bicôncavo. 

A fluidez e a flexibilidade que o citoesqueleto confere ao 
eritrócito têm consequências fisiológicas importantes. Uma 
mistura de partículas sólidas de tamanho e concentração 
iguais aos das células vermelhas do sangue tem característi- 
cas de fluidez quase iguais às da areia. Como consequência, 
para que o sangue flua, e para que os eritrócitos possam ser 
comprimidos em capilares sanguíneos cujo diâmetro é menor 
do que os eritrócitos, a membrana dessas células, assim como 
seu citoesqueleto, deve ser fluida e facilmente deformável. 

RGURA 12.38 O citoesqueleto do eritrócito humano, (a) Es- 
trutura de um dímero ap de espectrina. Os dois polipeptídeos an- 
tiparalelos contêm múltiplas repetições de um segmento com 106 
resíduos que, acredita-se, formam feixes de hélice tripla conectados 
por segmentos flexíveis. Dois desses heterodímeros unem-se, ca- 
beça com cabeça, formando um heterotetrâmero (otp) 2 . (Com base 
em Speicher, D.W., e Marchesi, V., Nature 311, 177 [1984].) (b) 
Estrutura por raios X de duas repetições sucessivas da a-espectrina 
de cérebro de galinha. Cada uma das repetições de 106 resíduos 
consiste em um feixe de hélice tripla em ziguezague, em que a 
hélice C-terminal da primeira repetição (R16, em vermelho ) é con- 
tínua à hélice N-terminal da segunda repetição (R17, em azul ) por 
meio de uma hélice conector a de 5 resíduos (em verde). As hélices 
dentro de cada feixe triplo enrolam-se ao redor umas das outras em 
uma suave torção à esquerda, estabilizada hidrofobicamente pela 
presença de resíduos apoiares nas posições a e d das repetições 
heptagonais nas três hélices a (Fig. 8.26). A despeito da esperada 
rigidez das hélices ct, existe evidência considerável que a espectrina 
seja uma molécula maleável. (Cortesia de Alfonso Mondragón, 
Northwestern University, EUA.PDBid 1CUN.) (c) Micrografta 
eletrônica do citoesqueleto de um eritrócito que foi estirado até 
uma área de 9 a 10 vezes maior do que a da membrana original. O 
estiramento permite a obtenção de imagens claras do citoesqueleto 
que, em seu estado nativo, se apresenta tão densamente compac- 
tado e dobrado de forma irregular que se torna difícil distinguir as 
moléculas individuais e determinar como estão interconectadas. 
Note a rede predominantemente hexagonal composta de tetrâ- 
meros de espectrina interconectados por junções contendo actina 
e proteína da banda 4,1. (Cortesia de Daniel Branton, Harvard 
University, EUA.) (d) Modelo do citoesqueleto do eritrócito. O 
chamado complexo juncional, que está ampliado neste desenho, 
contém actina, tropomiosma (que, no músculo, também se associa 
com actina; Seção 35.3Ac) e a proteína da banda 4,1, assim como 
aducina, dematina e tropomodullna (não mostradas). (Com base 
em Goodman, S.R., Krebs, K.E., Whitfield, C.F., Riederer, B.M., 
and Zagen, I.S., CRC Crit. Rev. Biochem. 23, 196 [1988].) 
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FIGURA 12.39 Estrutura por raios X das repetições 13 a 24 da 
anquirina humana. O polipepíídeo está representado na forma 
de fita e colorido segundo as cores do arco-íris de sua extremi- 
dade N-terminal (repetição 13 em azul ) para sua extremidade 
C-terminal (repetição 24 em vermelho ). (Com base em uma es- 
trutura por raios X determinada por Peter Michaely, University 
of Texas Southwestern Medicai Center, Dallas, Texas, EUA, 
PDBid 1N11.) 

A proteína espectrina, assim denominada por ter sido 
descoberta em fantasmas de eritrócitos, corresponde a 
—75% do citoesqueleto de tais células. Ela é composta por 
duas cadeias polipeptídicas similares, a banda 1 (subunida- 
de a; 2.418 resíduos) e a banda 2 (subunidade p, 2.137 re- 
síduos), cujas análises de sequência indicam que cada uma 
consiste em segmentos repetidos de 106 resíduos, segmentos 
estes que presumivelmente formam unidades de 3 hélices a 
enroladas em espiral (Fig. 12.38a, b ). A microscopia eletrôni- 
ca revela que esses grandes polipeptídeos estão entrelaçados 
frouxamente, formando um dímero a(3 vermiforme flexível 
de —1.000 À de comprimento (Fig. 12.38c). Dois desses he- 
terodímeros associam-se cabeça com cabeça, formando um 
heterotetrâmero (a|3) 2 . Existem —100.000 desses tetrâmeros 
por célula, que estão interligados, em ambas as extremida- 
des, por conexões formadas pelas proteínas das bandas 4,1 e 
5, constituindo uma rede densa e irregular subjacente à mem- 
brana plasmática (Fig. 12.38c, d). A banda 5, uma proteína 
globular que forma oligômeros filamentosos, foi identificada 
como actina, um componente comum do citoesqueleto de 
outras células (Seção 1.2Ae) e um componente importante 
do músculo (Seção 35. 3 Ac). A espectrina também se associa 
com a banda 2,1, um monômero de 1.880 resíduos conhecido 
como anquirina, que, por sua vez, se liga à banda 3, o canal 
aniônico. Essa conexão ancora o citoesqueleto à membrana. 
De fato, a solubilização da espectrina e da actina com solu- 
ções de baixa força iônica faz a forma bicôncava dos fantas- 
mas de eritrócitos ser perdida e suas proteínas integrais, que 
normalmente ocupam posições fixas na membrana, passam a 
apresentar mobilidade lateral. 

O segmento N-terminal da anquirina com 798 resíduos é 
formado quase inteiramente por 24 repetições de 33 resíduos 
conhecidas como repetições de anquirina, (Fig. 12.39) as quais 
também ocorrem em várias outras proteínas. Cada repetição 
de anquirina consiste em duas hélices a antiparalelas curtas (8 
ou 9 resíduos) seguidas por uma alça longa. Estas estruturas 
estão organizadas em uma pilha superhelicoidal dextrógira. 
O arranjo final forma uma superfície côncava alongada que 
supostamente se liga a várias proteínas integrais assim como à 
espectrina. Estudos imunoquímicos revelaram a existência de 
proteínas semelhantes à anquirina, à espectrina e à banda 4,1 
no citoesqueleto de diferentes tecidos. 


c. A esferocitose e a eliptocítose hereditárias originam-se de 
defeitos no citoesqueleto dos eritrócitos 
Indivíduos com esferocitose hereditária possuem eritrócitos 
esferoidais relativamente frágeis e rígidos. Esses indivíduos 
sofrem de anemia hemolítica, pois o baço, um órgão labirínti- 
co com passagens estreitas e que normalmente filtra eritróci- 
tos envelhecidos (os quais perdem flexibilidade ao aproxima- 
rem-se do final de sua vida útil, que dura —120 dias), remove 
prematuramente os eritrócitos esferocitóticos, A anemia he- 
molítica pode ser amenizada pela remoção cirúrgica do baço. 
Os principais defeitos das células esferocitóticas são síntese 
reduzida de espectrina, produção de uma espectrina anormal 
que se liga à proteína da banda 4,1 com afinidade reduzida, 
ou ausência da proteína da banda 4,1, 

A eliptocítose hereditária (também conhecida como 
ovalicitose hereditária, ou sej a, a existência de células verme- 
lhas alongadas ou elípticas), uma condição comum em certas 
áreas do sudoeste da Ásia e da Melanésia, confere resistência 
à malária a indivíduos heterozigotos (mas aparentemente é 
letal para homozigotos). Essa condição é resultado de de- 
feitos nos canais aniônicos dos eritrócitos. Um dos defeitos 
comuns consiste na deleção de 9 resíduos de aminoácidos, 
o que inativa essa proteína TM. A consequente redução no 
influxo de íons fosfato e sulfato pelo eritrócito inibe o cresci- 
mento intraeritrocitário dos parasitos causadores da malária. 

O camelo, o renomado “navio do deserto”, constitui um 
exemplo notável de adaptação envolvendo a membrana dos 
eritrócitos. Esse animal permanece ativo mesmo após uma 
perda de água que corresponde a 30% de sua massa corpo- 
ral e, nesta condição de desidratação, pode beber, em poucos 
minutos, uma quantidade suficiente de água para reidratar-se 
completamente. A rápida captação pelo sangue de uma quan- 
tidade de água tão grande, que a passará às células, causaria 
a lise dos eritrócitos da maioria dos animais. Os eritrócitos do 
camelo, no entanto, que possuem uma forma elíptica achatada 
ao invés de disco bicôncavo, são resistentes à lise osmótica. A 
espectrina dos eritrócitos do camelo liga-se à membrana com 
uma tenacidade extraordinária, mas, após a remoção da pro- 
teína, o que exige o uso de um agente desnaturante forte como 
o cloreto de guanidina, os eritrócitos adotam a forma esférica. 

E. Os grupos sanguíneos 

A superfície externa dos eritrócitos, e de outras células euca- 
rióticas, é coberta por carboidratos complexos, que são com- 



FIGURA 12.40 O glicocálice de um eritrócito visto por 
microscopia eletrônica usando técnicas especiais de colora- 
ção. Possui 1.400 Á de espessura e é composto de filamentos 
oligossacarídicos com diâmetro de 12 a 25 A compactados fir- 
memente e unidos a proteínas ou a lipídeos associados à mem- 
brana plasmática. (Cortesia de Harrinson Latta, UCLA, EUA.) 
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ponentes das glicoproteínas e dos glicolipídeos da membrana 
plasmática. Eles formam uma cobertura espessa e felpuda, o 
glicocálice (Fig. 12.40), o qual contém numerosos marcado- 
res de identidade que atuam em vários processos de reconhe- 
cimento. Os eritrócitos humanos têm 30 sistemas de grupos 
sanguíneos geneticamente distintos que compreendem >600 
determinantes de grupos sanguíneos conhecidos, embora 
muitos destes determinantes sejam de ocorrência rara ou 
ocorram somente em determinados grupos étnicos. Desses 
sistemas, somente dois têm importância clínica: o sistema 
ABO (descoberto em 1900 por Karl Landsteiner) e o sistema 
Rhesus (Rh) . Os vários grupos sanguíneos são identificados 
por meio de anticorpos adequados ou por lectinas específicas 
de plantas. 

a. Os componentes do grupo sanguíneo ABO são 
carboidratos 

O sistema ABO consiste em três substâncias, os antígenos A, B 
e H, que são componentes dos glicoesfingolipídeos da superfí- 
cie do eritrócito. (Antígenos são uma plêiade característica de 
grupos químicos na superfície de macromoléculas que, quando 
introduzidos em um animal, induzem a produção de anticorpos 
específicos [Seção 35.2Aa]. Cada molécula de anticorpo reage 
de forma específica com, pelo menos, dois de seus antígenos 
correspondentes, ligando-os transversalmente.) Indivíduos 
com células tipo A possuem antígenos A na superfície das 
mesmas e seu soro contém anticorpos anti-B; os com células 
tipo B, as quais possuem antígenos B, contêm anticorpos anti- 
-A; os com células tipo AB, que possuem ambos os antígenos, 
não contêm anticorpos anti-Ã nem anti-B; e os indivíduos do 
tipo O, cujas células não possuem nenhum dos antígenos, con- 
têm anticorpos anti-A e anti-B. Consequentemente a trans- 
fusão de sangue tipo A para um indivíduo com sangue tipo 
B causa uma reação antígeno A-anticorpo A que aglutina os 
eritrócitos transfundidos, resultando em um bloqueio dos va- 
sos sanguíneos, frequentemente fatal. O antígeno H é apre- 
sentado adiante. Os anticorpos anti-A e anti-B, que não estão 
presentes no nascimento, parecem surgir por meio de uma 
resposta contra antígenos semelhantes ao A e ao B no alimen- 
to e/ou na colonização do intestino infantil por bactérias que 
produzem tais antígenos (o sistema imune normalmente su- 
prime a produção de anticorpos contra os próprios antígenos 
do corpo [Seção 35. 2 Ac] e assim um indivíduo do tipo A, por 
exemplo, não produz anticorpos anti-A). 

As moléculas do grupo sanguíneo ABO não são restri- 
tas aos eritrócitos, ocorrendo, também, como glicolipídeos 
de considerável diversidade nas membranas plasmáticas de 
células de muitos tecidos. Na verdade, esses antígenos estão 
entre os —80% da população de moléculas secretadas, sendo 
secretados como componentes de glicoproteínas O -ligados 
em vários fluidos corporais, incluindo saliva, leite, fluido se- 
minal, suco gástrico e urina. Essas moléculas diversas, com- 
postas por 85 % de carboidratos e com massas moleculares de 
até milhares de kilodaltons, consistem em múltiplos oligossa- 
carídeos ligados a uma cadeia polipeptídica. 

Os antígenos A, B e H diferem somente nos resíduos de 
açúcar de suas extremidades não redutoras (Tabela 12.5). 
O antígeno H ocorre nos indivíduos do tipo sanguíneo O; 
ele é também o precursor oligossacarídico dos antígenos A 
e B. Os indivíduos do tipo A possuem uma glicosiltransfe- 
rase com 303 resíduos, que adiciona especificamente um 


TABELA 12.5 Estruturas dos determinantes antigênicos A, 

B e H de eritrócitos 


Tipo 

Antígeno 

H 

Gal0(l->4) GlcNAc - 
1,2 

L-Fuca 

A 

GalNAca(l->3)Gal0(l->4)GlcNAc - 

Jk 

1,2 

L-Fuca 


B Gala(l-»3 ) Galp (l->4) GlcNAc • •• 

1,2 


L-Fuca 

Abreviaturas: Gal = galactose, GalNAc = iV-acetilgalactosamina, 

GlcNAc = iV-aeetilglicosamina, l-Fuc = L-fucose. 

resíduo de A-acetilgalactosamina na extremidade do an- 
tígeno H, enquanto nos indivíduos do tipo B essa enzima, 
que difere da do tipo A em quatro resíduos de amino áci- 
dos, adiciona um resíduo de galactose. A enzima é inativa 
nos indivíduos do tipo O porque sua síntese termina antes 
do 115° resíduo. 

Os diferentes tipos sanguíneos conferem alguma van- 
tagem ou desvantagem biológica? Estudos epidemiológicos 
indicam que os indivíduos do tipo A e B são menos suscetí- 
veis à infecção por cólera do que os do tipo O, enquanto os 
indivíduos com o tipo AB, relativamente raro, são altamente 
resistentes a essa doença letal. Aparentemente os oligossa- 
carídeos dos tipos A e B bloqueiam o receptor para a bacté- 
ria Vibrio cholera, causadora da cólera (Seção 19.2Cd). Além 
disso, os indivíduos do tipo O apresentam uma incidência 
maior de úlceras pépticas, particularmente os não secreto- 
res. No entanto, os indivíduos do tipo A apresentam uma in- 
cidência maior de câncer de estômago, doenças cardíacas e 
anemia perniciosa (Seção 25.2Ee). 

F. Junções comunicantes 

A maioria das células dos organismos multicelulares está em 
contato físico, elétrico e metabólico com as células vizinhas. 
Esse contato é proporcionado por partículas tubulares deno- 
minadas junções comunicantes, que unem regiões discretas 
das membranas de células vizinhas como se fossem rebites 
ocos (Fig. 12.41). De fato, esses canais intercelulares são tão 
disseminados que muitos órgãos são totalmente contínuos 
internamente. As junções comunicantes são, assim, impor- 
tantes canais de comunicação intercelular. Por exemplo, a 
contração sincronizada do músculo cardíaco é obtida por 
fluxos de íons através das junções comunicantes (o músculo 
cardíaco não é inervado como o músculo esquelético). Da 
mesma forma, as junções comunicantes servem como con- 
dutos para algumas das substâncias que medeiam o desen- 
volvimento embrionário; o bloqueio das junções com anti- 
corpos causa anormalidades no desenvolvimento de espécies 
tão diversas como as hidras, os sapos e os camundongos. As 
j unções comunicantes também atuam na nutrição de células 
que estão distantes de um suprimento sanguíneo, como as 
células ósseas e as do cristalino. Portanto, não é surpresa que 
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FIGURA 12.41 Modelo de uma junção comimicante. As junções comunicantes entre células adjacentes são constituídas de dois 
pinos hexagonais justapostos, embebidos na membrana plasmática, que atravessam o espaço entre as células. As junções comuni- 
cantes mantêm as células separadas por uma distância fixa. O canal central da junção permite a passagem de pequenas moléculas e 
íons entre uma célula e outra, mas não de macromoléculas. 


os defeitos nas junções comunicantes, em humanos, este- 
jam associados a determinadas doenças neurodegenerativas 
como catarata, surdez, várias doenças de pele, bem como as 
anormalidades no desenvolvimento. As junções comunican- 
tes são formadas por um único tipo de subunidade proteica, 
conhecida como conexina. Uma junção isolada consiste em 
dois anéis hexagonais de conexina j ustapostos, chamados co- 
nexons, sendo um de cada membrana plasmática adjacente 
(Fig. 12.41). As células normalmente estão conectadas por 
grupos de centenas a milhares de conexons. Um dado animal 
expressa numerosas conexinas geneticamente diferentes. Por 
exemplo, os humanos expressam 21 conexinas diferentes, 
com massas moleculares que variam de 25 a 50 kDa. Muitos 
tipos celulares expressam várias espécies diferentes de cone- 
xina simultaneamente e existe considerável evidência de que, 
nessas células, pelo menos alguns conexons possam ser for- 
mados a partir de duas ou mais espécies da proteína. Além 
disso, as junções comunicantes unindo duas células podem 
ser formadas por dois tipos diferentes de conexons. Esses vá- 
rios tipos de junções provavelmente diferem na sua seletivi- 
dade pelas substâncias propagadas por elas. 

Os canais das j unções comunicantes nos mamíferos têm 
diâmetro entre 16 e 20 Á, no mínimo, valor estabelecido por 
Werner Loewenstein por meio da microinjeção, em uma úni- 
ca célula, de moléculas fluorescentes com diferentes tama- 
nhos, seguida da observação, ao microscópio de fluorescên- 
cia, da passagem dessas substâncias para as células vizinhas. 
A massa molecular das moléculas e dos íons que passam li- 
vremente para as células vizinhas está limitada a um máximo 
de — 1.000 D; as macromoléculas, como as proteínas e os áci- 
dos nucleicos, não podem sair das células por essa via. 

O diâmetro dos canais das j unções comunicantes varia 
com a concentração de Ca 2 ": os canais estão totalmente aber- 
tos quando o nível de Ca 2+ é < 10 7 M, e vão tornando-se 
mais estreitos à medida que a concentração do íon aumen- 
ta, até que, em concentrações acima de 5 X 10 _i M, eles se 
fecham. Acredita-se que esse sistema obstrutor tenha a fi- 
nalidade de proteger as comunidades de células interconec- 


tadas do dano catastrófico que resultaria da morte de um de 
seus membros. As células em geral mantêm concentrações 
citosólicas de Ca" muito baixas (< 10 M) devido ao bom- 
beamento ativo do íon para fora da célula e para a mitocôn- 
dria e o retículo endoplasmático (Seção 20.3B; o Ca 2 " é um 
mensageiro intracelular importante, cuja concentração cito- 
sólica é regulada com precisão). Em células danificadas ou 
deprimidas metabolicamente, o Ca 2 " flui para o interior das 
mesmas, induzindo o fechamento das junções comunicantes 
e isolando- as das células vizinhas. 

a. As conexinas possuem feixes transmembrana de quatro 
hélices 

A estrutura por raios X da junção comunicante formada pela 
conexina 26 (Cx26) humana com 226 resíduos, determinada 
por Tomitake Tsukihara, revela um dodecâmero com simetria 
D e , uma altura de 155 Á, e um diâmetro máximo de 92 Ã que 
envolve um canal central (Fig. 12.42a). A porção extracelular 
de cada conexon se estende por 23 Â a partir da superfície 
extracelular e se entrelaça por 6 Á com o conexon oposto para 
alcançar uma junção intercelular de 40 À. Cada subunidade 
da Cx26 forma um feixe de quatro hélices em zigue-zague no 
qual ambas as extremidade N e C estão no citosol. O canal 
central tem o diâmetro de —40 Á na sua entrada citosólica 
que se afunila para 14 Â próximo à superfície extracelular da 
membrana e então se alarga para 25 A no espaço extracelu- 
lar (Fig 12-426). A entrada do funil positivamente carregada 
atrai as moléculas com carga negativa. No entanto, a região de 
constrição máxima do canal tem carga negativa, o que deve 
afetar também a seletividade de carga do canal. 

G. Proteínas formadoras de canaf 

Muitas toxinas bacterianas são sintetizadas como monôme- 
ros hidrossolúveis que, ao interagirem com suas membra- 
nas-alvo por um receptor proteico específico, inserem-se 
espontaneamente na membrana formando um poro TM. 
Esse processo, que requer a oügomerização dessas toxinas 
formadoras de canal, provoca o extravasamento de peque- 
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FIGURA 12.42 Estrutura por raios X da conexina 26 das junções comuni cantes, (a) Vista perpendicular ao eixo de simetria de 
ordem 6 da proteína (paralelo ao plano das membranas) na qual a proteína está representada na forma de fita incrustada na sua 
superfície molecular semitransparente. Cada conexina do conexon superior tem uma cor diferente, enquanto uma das conexinas do 
conexon inferior está colorida segundo as cores do arco-íris, de sua extremidade N-terminal (azul) para sua extremidade C-termi- 
nal ( vermelho ) e, as demais conexinas estão em púrpura. O tamanho da região transmembrana foi deduzido a partir da distribuição 
dos resíduos aromáticos e hidrofóbicos (Seção 12.3 Af). (b) Representação parcial na forma de diagrama de superfície do canal da 
junção comunicante. A superfície do canal está colorida de acordo com seu potencial eletrostático com positivo em vermelho nega- 
tivo em azul e neutro em branco. (Parte a com base em uma estrutura por raios X determinada por Tomitake Tsukihara, e Parte b 
cortesia do mesmo autor, University of Osaka, Japão. PDBid 2ZW3.) 


nas moléculas e íons da célula-alvo, matando -a por perda do 
equilíbrio osmótico. A formação de um único canal em uma 
célula é, com frequência, suficiente para matá-la. 

Uma das toxinas formadoras de canal melhor caracteri- 
zadas é a a-hemolisina, que é secretada pelo patógeno hu- 
mano Staphylococcus aureus sob a forma de um monômero 
hidrossolúvel de 293 resíduos, o qual se insere espontanea- 
mente, na forma de poros heptaméricos, nas membranas 
dos eritrócitos e de vários outros tipos celulares. Mesmo a 
a-hemolisina sendo um monômero hidrossolúvel desprovi- 
do de segmentos hidrofóbicos, o heptâmero atua como uma 
proteína TM típica, que não é removida da membrana por 
tratamentos com alta concentração de sal, baixo pH ou com 
agentes caotrópicos, exigindo o uso de detergentes para a sua 
remoção. 

A estrutura por raios X da a-hemolisina solubilizada 
com detergente, determinada por Eric Gouaux, revela um 
impressionante complexo heptamérico em forma de cogu- 
melo, com altura de 100 Á e diâmetro de 100 À (Fig. 12.43a e 
b). O canal, com diâmetro entre 14 e 46 À, que se estende ao 
longo do eixo heptamérico da proteína, forma um poro TM. 
A haste do cogumelo (o segmento TM da proteína) consiste 
em um barril p antiparalelo, com 52 À de comprimento e 
26 À de diâmetro, semelhante à porina, composto por sete 


folhas p antiparalelas de duas fitas, uma de cada subunidade 
(Fig. 12.43b). O restante de cada subunidade consiste em um 
domínio sanduíche p e um domínio da borda, que, juntos, 
formam um elipsoide de 70 À (Fig. 12.43c). Sete elipsoides 
estão dispostos na forma de um anel, formando então a bor- 
da e o chapéu do cogumelo. O domínio da borda projeta-se 
em direção aos grupos polares dos fosfolipídeos da membra- 
na e provavelmente interage com eles via resíduos básicos e 
aromáticos, que se projetam da fenda entre a borda e a parte 
superior da haste. 

Um grande número de evidências experimentais indica 
que a formação espontânea do poro TM heptamérico ocor- 
re via várias etapas discretas: (1) ligação do monômero hi- 
drossolúvel à superfície da membrana, provavelmente por 
meio da interação das alças do polipeptídeo com grupos na 
superfície da bicamada lipídica; (2) formação do heptâmero 
na superfície da membrana; (3) inserção do barril (3 de 14 fi- 
tas na membrana, formando o poro. Os detalhes estruturais 
desse processo ainda são desconhecidos, embora esteja cla- 
ro que há pouca alteração na estrutura secundária dos mo- 
nômeros quando estes formam o poro heptamérico TM. A 
razão pela qual os monômeros não formam heptâmeros em 
solução aquosa é provavelmente devido a diferenças entre 
as forças das interações intrassubunidades no monômero 
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FIGURA 12.43 Estrutura por raios X da a-hemolisina. Vis- 
tas: (a) longitudinal e (6) perpendicular do poro heptamérico 
transmembrana. Cada subunidade está desenhada em uma cor 
diferente, (c) A unidade monomérica está representada com 
seus três domínios em cores diferentes. (Cortesia de Eric Gou- 
aux, Columbia University, EUA. PDBid 7AHL.) 


em solução e as interações intersubunidades no heptãmero 
na membrana. 

Nem todas as toxinas formadoras de canal formam poros 
na forma de barris p . Uma variedade de outras toxinas for- 
madoras de canal, especialmente várias proteínas de E. coli, 
conhecidas como colidnas, formam poros recobertos por hé- 
lices a. A maioria desses poros é monomérica. 


4 MONTAGEM DA MEMBRANA E DIRECIONAMENTO 
DAS PROTEÍNAS 

As células sintetizam novas membranas à medida que cres- 
cem e se dividem. Como são geradas as membranas assi- 
métricas? Uma das maneiras poderia ser por meio da au- 
tomontagem. De fato, quando o detergente utilizado para 
dissolver uma membrana biológica é removido, formam-se 
lipossomos que contêm proteínas integrais funcionais. Na 
maioria dos casos, contudo, esses modelos de membrana 
são assimétricos, tanto na distribuição dos lipídeos nas 
camadas interna e externa da bicam ada, como na orien- 
tação das proteínas integrais. Uma hipótese alternativa é 
que a montagem da membrana ocorre sobre um suporte de 
membranas preexistentes ; ou seja, as membranas são gera- 
das pela expansão de membranas velhas e não pela geração 
de novas. Nesta seção, será visto como as membranas são 
geradas. Será considerado como as proteínas são inseridas 
nas membranas e passam através delas e como porções de 
membrana, na forma de vesículas, são removidas de uma 
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membrana e fusionadas com outra, transportando lipídeos 
e proteínas entre elas. Esses mecanismos altamente com- 
plicados são uma indicação da complexidade dos processos 
biológicos. 

A. Distribuição dos lipídeos nas membranas 

As enzimas envolvidas na biossíntese dos lipídeos de mem- 
brana são, na maioria, proteínas integrais (Seção 25.8). Seus 
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FIGURA 12.44 Reação do TNBS com a PE. 


substratos e produtos são os próprios componentes da mem- 
brana, deforma que os lipídeos de membrana são sintetizados 
in situ. Eugene Kennedy e James Rothman demonstraram, 
com o uso de marcação seletiva, que é isso que ocorre em 
bactérias. Eles submeteram bactérias em proliferação a um 
pulso de 1 minuto de ^PO 3- , de modo que fossem marcados 
radioativamente os grupos fosforil de fosfolipídeos recém- 
-sintetizados. Imediatamente após o pulso, foi adicionado à 
suspensão celular um reagente chamado ácido trinitroben- 
zenossulfônico (TNBS), que não atravessa a membrana e 
que se combina com fosfatidiletanolamina (PE; Fig. 12.44). 
A análise do resultado da dupla marcação mostrou que ne- 
nhuma das PEs marcadas com TNBS estava radioativa. Essa 
observação indica que as PEs recém-formadas são sintetiza- 
das no lado citoplasmático da membrana (Fig. 12.45, no alto 
à direita). 

a. As proteínas de membrana catalisam os movimentos de 
ponta-cabeça dos fosfolipídeos 

Mesmo que o intervalo entre a marcação com 32 P0 3 e a adi- 
ção do TNBS seja de apenas 3 minutos, a metade das PEs 
marcadas com 32 P também estará marcada com TNBS (Fig. 
12.45). Essa observação indica que a velocidade dos movi- 
mentos de ponta-cabeça na membrana bacteriana é 100.000 
vezes maior do que nas bicamadas constituídas somente de 
fosfolipídeos (onde esse movimento tem uma meia-vida de 
muitos dias). 

Como os fosfolipídeos sintetizados de um lado da mem- 
brana chegam ao outro lado tão rapidamente? O movimen- 
to de ponta-cabeça dos fosfolipídeos é facilitado de duas 
maneiras: 



*■ 


Incubação 
com fosfato 
radioativo 


O 

Q, 

cS 

oè 

Os» 

O*? 

cr. 

o 


o 


o 


oÇÇpPo 


<? 

o 

r Q 


O 


O 


o 




O" 

o 

o 

o°\ 


o 


^oJòõ° 


o 


o 


o 

íO 
sO 

•o 
o 
o 



incubação 
imediata 
com TNBS 



FIGURA 12.45 Local da síntese de lipídeos em uma 
membrana bacteriana. A PE recém sintetizada foi 
marcada com ' PO^ (cabeças alaranjadas) em um pulso 
de um minuto, e a PE na superfície celular foi marcada 
independentemente por tratamento com TNBS, um 
reagente ao qual a membrana é impermeável. Quando a 
marcação com TNBS (pontos vermelhos ) ocorre imedia- 
tamente após o pulso de j2 P, nenhuma das PE radioativas 
fica marcada com TNBS (acima, â direita ), indicando que 
a PE é sintetizada na face citoplasmática da membrana. 
Contudo, se houver um atraso de poucos minutos do se- 
gundo tratamento em relação ao primeiro, uma boa par- 
te da PE marcada com TNBS na face externa da mem- 
brana terá sido também marcada com 32 P (embaixo). 
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1. As membranas contêm proteínas, conhecidas como fli- 
pases, que catalisam os movimentos de ponta-cabeça 
(chamados, em inglês, de flip-flop ) de fosfolipídeos es- 
pecíficos. Essas proteínas tendem a equilibrar a distri- 
buição dos fosfolipídeos através da bicamada, isto é, o 
transporte líquido de um fosfolipídeo acontece a partir 
do lado da membrana no qual ele está em maior concen- 
tração, para o lado oposto. Tal processo, como será visto 
na Seção 20.2, é uma forma de difusão facilitada. 

2. As membranas contêm proteínas conhecidas como 
transladases de fosfolipídeos, que transportam fosfoli- 
pídeos específicos pela bicamada em um processo que 
é dependente de hidrólise de ATP. Essas proteínas po- 
dem transportar determinados fosfolipídeos do lado 
da bicamada que tem a concentração mais baixa des- 
ses compostos para o lado oposto, estabelecendo uma 
distribuição não equilibrada dos mesmos. Tal processo, 
como será visto na Seção 20.2, é uma forma de trans- 
porte ativo. 

A distribuição dos fosfolipídeos pela membrana (p. ex., 
Fig. 12.35) parece, portanto, originar-se da orientação na 
membrana das enzimas que sintetizam os fosfolipídeos, com- 
binada com a tendência oposta das transladases dependentes 
de ATP em gerar distribuição assimétrica dos fosfolipídeos e 
das flipases em tomar aleatória essa distribuição. 

b. A composição característica dos lipídeos de membrana 
pode originar-se de várias maneiras 
Nas células eucarióticas, os lipídeos são sintetizados na face 
citoplasmática do retículo endoplasmático, de onde são trans- 
portados para outras membranas. O mecanismo mais impor- 
tante de transporte de lipídeos talvez seja o brotamento de 
vesículas membranosas a partir do retículo endoplasmático e 
sua subsequente fusão com outras membranas (Seções 12.4C 
e 12.4D), Contudo, esse mecanismo não explica as diferenças 
na composição lipídica das várias membranas da célula. Os 
lipídeos também podem ser transportados entre membranas 
pelas proteínas permutadoras de fosfolipídeos, presentes em 
muitas células. Essas proteínas transferem espontaneamente 
fosfolipídeos específicos, uma molécula de cada vez, entre 
duas membranas separadas por um meio aquoso. A composi- 
ção lipídica característica da membrana pode também surgir 
por meio de um remodelamento in situ e/ou a degradação se- 
letiva dos seus componentes por ação de enzimas específicas 
(Seção 25. 8A). 

B. A rota de secreção 

As proteínas de membrana, assim como as demais proteínas, 
são sintetizadas nos ribossomos de acordo com a informa- 
ção contida nos moldes de RNA mensageiro, de forma que 
cada polipeptídeo cresce da extremidade N-terminal para a 
extremidade C-terminal pela adição sequencial de resíduos 
de aminoácidos (Seção 5.4B). Há muito tempo os citologis- 
tas têm observado a existência de duas classes de ribosso- 
mos eucarióticos: livres no citosol e associados ao retículo 
endoplasmático (RE) , formando o retículo endoplasmático 
rugoso (RER, assim chamado devido à aparência nodosa 
conferida pelos ribossomos; Fig. 1.5). No entanto, ambas 
as classes são estruturalmente idênticas, diferindo apenas 
na natureza do polipeptídeo que sintetizam. Os ribossomos 


livres sintetizam principalmente proteínas solúveis e mito- 
condriais, enquanto os ribossomos associados à membrana 
sintetizam proteínas TM, assim como proteínas destinadas 
à secreção, à atuação dentro do RE ou à incorporação em 
lisossomos (organelas membranosas contendo um conjunto 
de enzimas hidrolíticas que degradam e reciclam componen- 
tes celulares; Seção 1.2A). Essas enzimas lisossomais apare- 
cem inicialmente no RER. 

a. A rota de secreção é responsável pelo direcionamento de 
multas proteínas de membrana e de secreção 
Como as proteínas destinadas ao RER são distinguidas das 
outras proteínas? E como essas moléculas, grandes e rela- 
tivamente polares, atravessam a membrana do RER? Esse 
processo ocorre pela rota de secreção, descrita pela primeira 
vez por volta de 1975 por Günter Blobel, César Milstein e 
David Sabatini. Uma vez que —25% das diferentes espécies 
de proteínas sintetizadas por todos os tipos de células são in- 
tegrais e muitas outras são secretadas, — 40 % dos vários tipos 
de proteínas sintetizadas pelas células devem ser processados 
pela rota de secreção ou por outra rota de direcionamento 
de proteínas (p. ex., a que direciona proteínas para a mito- 
côndria; Seção 12.4E). Nesta subseção, será primeiramente 
apresentado um resumo da rota de secreção, seguido de uma 
discussão detalhada das suas características. Essa rota está 
delineada na Fig. 12.46: 

1 Todas as proteínas secretadas, assim como as residentes 
no RE, as lisossômicas e muitas das TM, são sintetiza- 
das com peptídeos-sinal N- terminais contendo 13 a 16 
resíduos. Esses peptídeos consistem em um núcleo hi- 
drofóbico de 6 a 15 resíduos, flanqueado por vários re- 
síduos relativamente hidrofílicos, que em geral incluem 
um ou mais resíduos básicos próximos à extremidade 
N-terminal (Fig. 12.47). Por outro lado, os peptídeos- 
-sinal apresentam pouca similaridade de sequência entre 
si. Contudo, uma variedade de evidências indica que for- 
mam hélices a em meio apoiar. 

2. Quando o peptídeo-sinal projeta-se para além da super- 
fície do ribossomo (quando tem a extensão de —40 re- 
síduos), a partícula de reconhecimento de sinal (PRS), 
um complexo de 325 kDa formado por seis polipeptídeos 
diferentes e uma molécula de RNA de 300 nucleotídeos, 
Üga-se ao peptídeo-sinal e ao ribossomo, o que é acom- 
panhado pela troca de um GDP ligado à PRS por um 
GTP. A alteração conformacional resultante na PRS faz 
o ribossomo interromper a síntese do polipeptídeo, im- 
pedindo assim que a proteína destinada ao RE seja libe- 
rada no citosol bem como previne o dobramento prema- 
turo da proteína o que poderia impedir que a proteína 
entrasse no retículo endoplasmático (ver a seguir). 

3. O complexo PRS-ribossomo difunde-se para a superfície 
do RER, onde se associa, por no meio do receptor de 
PRS com o translocon, um poro proteico na membra- 
na do RE através do qual passará o peptídeo nascente. 
Quando o complexo PRS-receptor- translocon se forma, 
o GDP ligado ao receptor de PRS é trocado por GTP. 

4. A PRS e o receptor de PRS estimulam-se mutuamente 
para hidrolisar seus GTPs a GDP (o que é energetica- 
mente equivalente à hidrólise do ATP), resultando em 
mudanças conformacionais que levam à dissociação da 
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FIGURA 12.46 Síntese nos ribossomos, inserção na membrana e início da glicosilação de uma proteína integral pela rota secre- 
tória. (1) A síntese proteica inicia na extremidade N-terminal do polipeptídeo, que consiste em uma sequência-sinal com 13 a 16 
resíduos. ( 2 ) A partícula de reconhecimento de sinal (PRS) liga-se ao ribossomo e à sequência-sinal que está emergindo deste, 
impedindo a síntese do polipeptídeo. (3) A PRS liga-se ao seu receptor transmembrana complexado com o translocon, associando 
o ribossomo ao translocon. ( 4 ) Por meio da hidrólise dos GTPs, a PRS e seu receptor dissociam -se do complexo ribossomo-translo- 
con. O ribossomo reinicia, então, a síntese do polipeptídeo, o qual passa para a luz do RE através do translocon. (5) A sequência- 
-sinal é removida, proteoliticamente, logo após sua entrada na luz do RE. (6) A medida que a cadeia polipeptídica nascente passa 
para a luz do RE, ela começa a se dobrar para adquirir sua conformação nativa, o que é facilitado por sua interação com a proteína 
chaperona BiP (não mostrada). Simultaneamente, enzimas iniciam a glicosilação específica do polipeptídeo. Depois de dobrada, a 
proteína não pode ser removida da membrana. O polipeptídeo é ancorado na membrana por meio de pontos específicos determi- 
nados por sua sequência (proteínas destinadas à secreção passam inteiramente para a luz do RE). ( 7 ) Quando a síntese está com- 
pleta, o ribossomo dissocia-se em suas duas subunidades. £L Ver Figuras animadas 


PRS do seu receptor e do complexo ribossomo -trans- 
locon. Isso permite ao ribossomo retomar a síntese do 
polipeptídeo, de forma que sua extremidade N-terminal 


passe pelo translocon para a luz do RE. A hidrólise de 
GTP é a fonte de energia para a maioria dos processos 
envolvendo ribossomos, como será visto na Seção 32.3. 
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FIGURA 12.47 Sequências N- terminais de algumas pré-proteínas de secreção eucarióticas. Os núdeos hidrofóbicos (em mar- 
rom) da maioria dos peptídeos-sinal são precedidos por resíduos básicos (em azul). (Com base em Watson, MELE., Nucleic Acids 
Res . 12 , 5147-5156 [1984].) 
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5. Logo depois que o peptídeo-sinal entra na luz do RE, ele é 
removido do polipeptídeo nascente por uma peptidase-sl- 
nal ligada à membrana (cadeias polipeptídicas com o peptí- 
deo-sinal ainda ligado são conhecidas como pré-proteínas; 


Domínio Aiu 


Domínio S 


-se para adquirir a sua conformação nativa, em um pro- 
cesso facilitado pela interação com a proteína chaperona 
Hsp70, presente no RE (Seção 9.2C) . As enzimas da luz 
do RE iniciam, então, as modificações pós-traducionais 
do polipeptídeo, que incluem a ligação de “núcleos” de 
carboidratos para formar glicoproteínas (Seção 23 .3B), a 
formação de pontes dissulfeto catalisada pela dissulfeto- 
-isomerase (Seção 9.2A), uma proteína residente do RE, 
ou a ligação de âncoras de GPI (Seção 23.3Bk). 

7. Quando a síntese do polipeptídeo estiver completa, a pro- 
teína é liberada do ribossomo e do translocon, e o ribosso- 
mo dissocia-se do RER. As proteínas de secreção, as resi- 
dentes do RE e as lisossômicas atravessam completamente 
a membrana do RER e chegam à luz da organela. As pro- 
teínas TM, ao contrário, contêm uma ou mais sequências 
com —22 resíduos, que funcionam como sequências trans- 
membrana, permanecendo inseridas na membrana. 

A rota secretora também é válida em procariotos para 
a inserção de determinadas proteínas na membrana celular 
(cujo exterior é equivalente à luz do RE). De fato, todas as 
formas de vida j á estudadas possuem PRS e receptor de PRS 
homólogos. No entanto, nas bactérias, a ligação da PRS ao 
ribossomo não interrompe a tradução. 

b. Crioeletromicroscopia da estrutura da PRS em complexo 
com um ribossomo em tradução revela como ela se liga ao 
peptídeo-sinal e Interrompe a tradução 
As partículas de reconhecimento de sinal em mamíferos con- 
sistem em seis polipeptídeos, conhecidos como PRS9, PRS14, 
PRS19, PRS54, PRS68 e PRS72 (os números correspondem 
às massas moleculares em kilodaltons) , e um RNA 7S com 
—300 nucleotídeos (nt) (Fig. 12.48; os RNAs são classificados 
de acordo com sua velocidade de sedimentação em unidades 
Svedberg [S], que aumenta com o aumento da massa mole- 
cular [Seção 6.5 Aa]). Muitas PRSs de procariotos são muito 
mais simples. A de E. coli consiste em um único polipeptí- 
deo, denominado Ffh, homólogo à PRS54 (Ffh, de Fifty-four 
homolog ), e um RNA 4,5S (114 nt) que, em parte, possui 
uma estrutura secundária presumida semelhante à porção 
do RNA 7S à qual o PRS54 se liga. De fato, a substituição 
da PRS54 por Ffh, ou vice-versa, gera PRSs funcionais, pelo 
menos in vitro, sugerindo que o complexo Ffh-RNA 4,5S seja 
uma versão estruturalmente minimizada da PRS eucariótica. 

A estrutura baseada na crioeletromicroscopia com reso- 
lução de 12 Á do PRS canino em complexo com um ribos- 
somo de gérmen de trigo contendo uma cadeia polipeptídi- 
ca nascente (em crescimento) foi determinada por Joachin 
Frank e Roland Beckman. A estrutura revela que o assim 
chamado domínio S do PRS com 270 Â de tamanho se liga na 
base da subunidade ribossomal grande (60S) próximo à saída 
do túnel através do qual emergem os polipeptídeos recém sin- 
tetizados, enquanto o domínio Alu oscila ao redor da subuni- 
dade grande para contatar o ribossomo na interface entre a 
subunidade grande e a pequena (40S) (Fig. 12.49). 
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FIGURA 12.48 Sequênda e estrutura secundária do RNA 7S 
canino. Seus vários segmentos em dupla hélice (denominados 
Hl a H8) e alças (denominadas L2 e LI .2) estão desenhados 
em vermelho e amarelo, com os pares de bases Watson — Crick 
representados por linhas de conexão e os pares de bases não 
Watson— Crick indicados por pontos. As posições às quais as 
várias proteínas PRS se ligam ao RNA 7S estão indicadas em 
ciano, roxo e cinza. (Cortesia de Roland Beckmann, Humboldt 
University of Berlin, Alemanha.) 


A estrutura do complexo ribossomo -PRS foi modela- 
da pelo aj uste da estrutura por raios X, com uma resolução 
muito mais alta, do ribossomo de levedura (Seção 32.3AQ e 
vários fragmentos de PRS à densidade eletrônica derivada 
da crioeletromicroscopia (Figs. 12.49d e 12.50). O modelo 
indica que o RNA 7S consiste principalmente em um longo 
bastão helicoidal duplo que oscila em duas posições deno- 
minadas dobradiça 1 e dobradiça 2 (o RNA, assim como o 
DNA, pode formar uma dupla hélice com pareamento de ba- 
ses, embora sua conformação seja completamente diferente 
da do B-DNA; Seção 29.1Bc). A sequência sinal que sai do 
ribossomo, que foi modelada como uma hélice a, se liga ao 
PRS54, que entra em contato com o ribossomo próximo à 
abertura do túnel de saída do peptídeo. 

O PRS54 é formado por três domínios: o domínio 
N-terminal, o domínio central G, o qual contém a função de 
GTPase do PRS e junto com o domínio N medeia a interação 
do PRS com seu receptor; e domínio C-terminal M, rico em 
metionina (25 dos seus 209 resíduos, em humanos). O domí- 
nio N forma um feixe de quatro hélices a antiparalelas que se 
associam intimamente com o domínio G, o qual consiste em 
uma folha [3 aberta (Seção 8.3Bi) cuja estrutura lembra a das 
outras GTPases. 

O domínio M contém um sulco profundo que se liga à se- 
quência sinal helicoidal. O sulco está quase totalmente reves- 
tido por resíduos hidrofóbicos, incluindo muitos dos resíduos 
de metionina do PRS54 (a cadeia lateral da metionina tem 
propriedades físicas similares às do grupo n-butil). As “cer- 
das” flexíveis e não ramificadas, representadas pelas cadeias 
laterais das metioninas, provavelmente dotam o sulco com a 
plasticidade necessária para ligar uma variedade de sequên- 
cias sinal diferentes, desde que sejam hidrofóbicas e formem 
uma hélice a. 

Os ribossomos, conforme será visto na Seção 32.3Dk, uti- 
lizam os fatores de elongação para liberar os aminoacil-tR- 
NAs e para motivar a sequência de reações que une um re- 
síduo de aminoácido à cadeia polipeptídica em crescimento. 
O domínio Alu dos PRS de eucariotos, que é requerido para 
a parada da tradução, mantém contato com a região intersu- 
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FIGURA 12.49 Estrutura por crioeletromicroscopia de um ribossomo de germe de trigo em processo de tradução em complexo 
com a PRS canina na resolução de 12 A, (a) Diagrama de superfície mostrando a subunidade pequena (40S) em amarelo, a subu- 
nidade grande (60S) em azul, a PRS em vermelho e o tRNA ocupando o sítio P do ribossomo (ao qual está covalentemente ligada 
a cadeia poüpeptídica em crescimento; Fig. 5.28) em verde. Cl a C6 indicam as seis posições nas quais a PRS entra em contato 
com o ribossomo e hl e h2 indicam as posições das dobradiças no RNA 7S. Ha e BH significam haste e base da haste. (6) Como 
na Parte a mas com uma rotação de 70° em volta do eixo vertical, (c) Como na Parte a mas com uma rotação de 90° em volta do 
eixo horizontal, (d) Como na Parte b mas com as superfícies transparentes mostrando o modelo molecular do ribossomo e da PRS. 
(Cortesia de Roland Beckmann, Humboldt University of Berlin, Alemanha.) 


bunidades do ribossomo na mesma posição à qual se ligam os 
fatores ribossomais de elongação. Isto sugere que o domínio 
Alu interrompe a tradução por se ligar ao ribossomo com afi- 
nidade suficiente para bloquear a ligação, ao ribossomo, dos 
fatores de elongação necessários. Isto é corroborado pela ob- 
servação que os PRS bacterianos, que ao se ligar ao ribosso- 
mo não interrompem a tradução, não possuem domínios Alu. 

c. O início da rota de secreção é impelido pela hidrólise do GTP 
O receptor da PRS (RS) nos eucariotos é um heterodíme- 
ro formado por subunidades denominadas RSa e RS|3. A 
RSp é uma proteína integral com 271 resíduos, que possui 
um segmento transmembrana na extremidade N-terminal, 


FIGURA 12.50 Modelo molecular da PRS. A densidade eletrô- 
nica transparente baseada em crioeletromicroscopia está repre- 
sentada em branco, e os diagramas de fitas da estrutura por raios 
X dos fragmentos das proteínas PRS e do RNA que foram anco- 
rados estão coloridos conforme indicado na Fig. 12.48. A sequên- 
cia sinal, modelada como uma hélice a, está em verde. Observe 
que não está disponível nenhuma estrutura com resolução atômi- 
ca do heterodímero PRS68/72. (Cortesia de Roland Beckmann, 
Humboldt University of Berlin, Alemanha. PDBid 2G05.) 


enquanto a primeira é uma proteína periférica com 638 re- 
síduos que, aparentemente, se liga à membrana por meio da 
associação de seu segmento N-terminal com a RS|3. Tanto a 
RSa como a RSp são GTPases. 

O RS de E. coli consiste em uma única subunidade com 
497 resíduos, denominada Fts Y, cuja porção C-terminal é 
homóloga à da RSa, embora suas porções N-terminais não 
tenham similaridade de sequência. Curiosamente, a estrutu- 
ra por raios X da porção C-terminal da Fts Y é muito seme- 
lhante à dos domínios N e G da PRS54, com os quais tem 
34% de identidade. 

A condução do complexo PRS-ribossomo para a mem- 
brana do RE é mediada pelas funções de GTPase da PRS54, 
da RSa e da RSJ3. Em numerosos sistemas biológicos, princi- 
palmente aqueles que medeiam tradução (Seção 32.3), trans- 
porte de vesículas (Seções 12.4C e 12. 4D) e transdução de 
sinal (Seção 19.2), as GTPases funcionam como interruptores 
moleculares, permitindo que o sistema tenha unidirecionali- 
dade e especificidade. Essas chamadas proteínas G possuem 
pelo menos duas conformações estáveis: ligadas a GDP e liga- 
das a GTP. A interconversão entre esses dois estados ocorre 
somente em um ciclo unidirecional devido à irreversibilidade 
da hidrólise do GTP. Na maioria dos casos, é necessário que 
a proteína G interaja com outras proteínas para poder alterar 
seu estado conformacional. Assim, a hidrólise do GTP com 
frequência requer a estimulação por uma proteína ativadora 
de GTPase (GAP, de GTPase activating protein ) específica, 
e a troca de GDP por GTP requer a assistência de um fator 
de troca de nucleotídeo de guanlna (GEF, de guanine nucle- 
otide exchange factor, Seção 19.2Ca) específico. A exigência 
da presença desses fatores confere especificidade ao sistema. 

O GEF da PRS é o complexo da sequência-sinal emer- 
gente com o domínio M da PRS54, o qual induz o domínio G 
adjacente a trocar seu GDP por GTP (Fig. 12.46, Etapa 2). A 
formação do complexo PRS • GTP resulta em uma mudança 
conformacional, que fixa a PRS ao ribossomo, o qual, por sua 
vez, cessa a tradução. O GEF da RS parece ser um translocon 
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FIGURA 12.51 Estrutura por crioeletromicroscopia do com- 
plexo RS-PRS-ribossomo eucariótico na resolução de 8À. O 

complexo está orientado e colorido como na Fig. 12.496 com a 
SR em verde. (Cortesia de Roland Beckmann, Humboldt Uni- 
versity of Berlin, Alemanha.) 

vazio que se associa com o complexo RS • GTP, ao qual se 
liga o complexo PRS • GTP-ribossomo (Fig. 12.46, Etapa 3) . 
A PRS e a RS, ambos na forma com GTP ligado, atuam clara- 
mente como “moléculas adaptadoras” na junção de um trans- 
locon vazio com um ribossomo que está sintetizando um poli- 
peptídeo com uma sequência sinal. A PRS e a RS estimulam 
reciprocamente a atividade GTPásica um do outro (atuam 
como GAPs mútuas; sozinhas não têm atividade GTPásica 
significativa), seguido da sua dissociação, produzindo PRS * 
GDP livre e complexos RS * GDP prontos para participar de 
um novo ciclo da rota de secreção (Fig. 12.46, Etapa 4). A li- 
beração de PRS e RS permite que o ribossomo associado com 
o translocon recomece a tradução, deslocando o polipeptídeo 
que está sendo sintetizado para a membrana do RE ou para o 
seu interior, como descrito a seguir. 

Na estrutura do complexo SPR-ribossomo (Fig. 12.49), o 
domínio S da PRS bloqueia a ligação do translocon à abertura 
do túnel de saída do peptídeo. No entanto, a estrutura baseada 
em crio-eletro microscopia do complexo PR-PRS-ribossomo 
(sem o segmento TM da PR|3), determinada por Irmgard 
Sinning e Beckmann, revela que a PR entra em contato com 
a subunidade ribossomal grande e com o domínio S da PRS 
(Fig. 12.51) de tal forma que empurra o domínio S para longe 
do sítio de saída do peptídeo. Isto permite o acesso do translo- 
con ao seu sítio de ligação ribossomal e provavelmente o posi- 
ciona de tal forma que a sequência sinal ligada ao domínio M 
pode ser transferida facilmente para ele. A posição do domí- 
nio Alu da PRS eucariótica não é afetada pela ligação da PR. 

d. 0 translocon forma um poro transmembrana 
Como as pré-proteínas são inseridas na membrana do RE 
ou transportadas por ela? Em 1975, Blobel postulou que 
esse processo seria mediado por um canal transmembrana. 
Contudo, somente em 1991 ele foi capaz de mostrar que esse 
canal realmente existia, por meio de medidas eletrofisiológi- 
cas que indicam que a membrana do RER possui canais con- 
dutores de íons. Estes aumentam em número quando a face 
do RER à qual o ribossomo está associado é tratada com pu- 


romicina (um antibiótico que induz a liberação prematura, 
pelo ribossomo, do polipeptídeo nascente; Seção 32.3Df), 
sugerindo que os canais estejam obliterados pela presença 
dos polipeptídeos. Utilizando corantes fluorescentes, cuja 
fluorescência é sensível à polaridade do meio, ligados a um 
polipeptídeo nascente, Arthur Johnson demonstrou que es- 
ses canais, agora denominados translocons, envolvem poros 
aquosos que atravessam completamente a membrana do RE. 

As diferentes proteínas transmembrana do RE que for- 
mam o translocon foram identificadas por meio de grupos 
fotorreativos ligados a sequências -sinal e a regiões maduras 
de pré-proteínas. Sob exposição à luz de comprimento de 
onda adequado, os grupos fotorreativos reagem com proteí- 
nas próximas, formando ligações covalentes cruzadas, permi- 
tindo a identificação dessas proteínas. O componente central 
do translocon, denominado Sec61 (Sec de secreção) nos eu- 
cariotos e o complexo SecY, nos procariotos, é uma proteína 
heterotrimérica. Suas subunidade a e *y, mas não a subunida- 
de p, são essenciais para a função do canal e são conservadas 
em todos os seres vivos (estas subunidades são denominadas 
respectivamente Secóla, Secólp e Secól-y nos eucariotos e 
SecY, SecE e SecG nas bactérias). 

A estrutura por raios X do complexo SecY do arche- 
on Methanococcus jannaschii, determinada por Stephen 
Harrison e John Rapoport, revela que suas subunidades a, 
fj e 7 possuem, respectivamente, 10, 1 e 1 hélices a TM (Fig. 
12.52a, b). As subunidades a envolvem um canal em forma 
de ampulheta cujo diâmetro mínimo é de ~3 À (Fig. 12.52c). 
O canal está bloqueado na sua extremidade extracelular por 
uma hélice curta e relativamente hidrofóbica (hélice em azul 
sem número na Fig. 12.52 a,b e amarela na Fig. 12.52c). Uma 
grande variedade de evidências indicam que esta hélice atua 
como um tampão para prevenir o vazamento, através da 
membrana, de pequenas moléculas e íons na ausência de um 
polipeptídeo em translado e que a chegada de um peptídeo 
sinal empurra esta hélice para o lado. A subunidade -y se es- 
tende em diagonal pelo lado oposto da subunidade a e a sus- 
tenta. A subunidade p faz um contato relativamente tênue 
com a subunidade a, o que provavelmente explica porque a 
subunidade p é dispensável para a função do translocon. 

A estrutura baseada em crioeletromicroscopia de um 
complexo ribossomo-Sec61 (Fig. 12.53a), determinada por 
Rapoport e Christopher Akey na resolução de 1 1 Â, revela 
que um único canal Sec61 está posicionado sobre o túnel de 
saída do peptídeo no ribossomo com as alças 6/7 e 8/9 da Sec 
61 se estendendo para a saída do túnel (Fig. 12.536). De fato, 
mutações nos resíduos positivamente carregados das alças 
6/7 e 8/9, os quais supostamente se ügam ao RNA ribossomal 
com carga negativa, abolem a ligação ao ribossomo. 

Qual é a largura do complexo do canal condutor de pro- 
teínas (CCP) do SecY quando está transladando um poÜpep- 

Q 

tídeo? No mínimo deve ter ~7 À de lado (o diâmetro de um 
polipeptídeo anidro estendido), embora se uma sequência 
TM assumir sua conformação helicoidal enquanto ainda es- 
tiver no CCP, este teria pelo menos —12 Á de largura. Tal 
largura pode ser obtida por movimentos das hélices a partir 
das quais emanam as cadeias laterais do anel do poro. As 
dimensões máximas do CCP, conforme estimado levando- 
-se em conta a estrutura da SecY (Fig. 12.52), são de 15 x 
20 À. Tais movimentos são apoiados em cálculos de dinâmi- 
ca molecular (Seção 9.4a) . A barreira de permeabilidade da 
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FIGURA 12.52 Estrutura por raios X do complexo SecY de M. jannaschii. (a) Estrutura por raios X do complexo na qual a área 
sombreada indica a posição dos grupos polares dos fosfolipídeos de membrana (lilás) e das caudas hidrocarbonadas (cor-de-rosa). 
A subunidade a da SecY (436 resíduos) está colorida segundo as cores do arco-íris e suas hélices estão numeradas da extremidade 
N-terminal (azul-escuro) para a C-terminal (vermelho), a subunidade (3 (74 resíduos) está em magenta e a subunidade 7 (53 resí- 
duos) está em púrpura. ( 6 ) Vista da SecY a partir do citosol. O portão lateral putativo do translocon está à esquerda entre as hélices 
2 e 7. (c) Seção transversal do canal condutor de proteínas visto a partir da superfície inferior da Parte b. A hélice que fecha o canal 
está em amarelo e as seis cadeias laterais hidrofóbicas que formam a parte mais estreita do canal, o chamado anel do poro, estão 
em verde. (Cortesia de Stephen Harrison e Tom Rapoport, Harvard Medicai School, EUA. PDBid 1RH5.) 



FIGURA 12.53 Estrutura por crioeletromicroscopia do complexo ribossomo-Secfil-TRAP canino na resolução de 11 Á. (a) Um 

diagrama de superfície em vista paralela à membrana do RE. As subunidades ribossomais pequena (P) e grande (G) estão em 
amarelo e azul, um tRNA que ocupa o sítio de saída do ribossomo (Seção 32.3Bd) está em vermelho, e o complexo Sec61-TRAP 
está em magenta. DL é o domínio luminal do TRAP. (b) Uma placa delgada mostrando a interface entre o ribossomo e Sec61. As 
estruturas do ribossomo e de Secól modeladas, representadas por fitas, estão inseridas no diagrama de superfície transparente, 
colorido como na Parte a. Observe como as alças 6/7 e 8/9 da Secól estão inseridos no túnel (T) de saída do peptídeo do ribossomo, 
onde interagem com as hélices H7 e H50. L26e é uma subunidade proteica. (Cortesia de Tom Rappoport, Harvard Medicai School, 
e Christopher Akey, Boston University School of Medicine, EUA. PDBid 3DKN.) 
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FIGURA 12.54 Os estágios da translocação polipeptídica 
de uma proteína de secreção. A linha vermelha representa a 
porção hidrofóbica da sequência sinal. O processo inicia com a 
inserção do peptídeo nascente em forma de alça para dentro do 
CCP (à esquerda). A seguir a sequência sinal se liga como uma 
hélice de duas voltas entre as hélices 2 e 7 da subunidade a de 
SecY/Sec61, o que auxilia no deslocamento da hélice tampão 
(no centro ). Finalmente a sequência-sinal é removida pela pro- 
tease sinal (não mostrada ) e o peptídeo nascente entra no RE 
através do CCP (à direita). (Cortesia de Tom Rapoport, Har- 
vard Medicai School, EUA.) 


membrana do RE é mantida apesar do grande tamanho do 
poro se um translocon ativo. É evidente que o anel do poro 
se aj usta como uma vedação ao redor da cadeia polipeptídica 
em translado, impedindo desta forma a passagem de peque- 
nas moléculas e íons durante o translado do polipeptídeo. 

O translado de uma proteína de secreção inicia com sua 
inserção como uma alça para o interior do CCP (Fig. 12.54, es- 
querda). Isto foi estabelecido com o uso de uma proteína mu- 
tante cuj a sequência sinal não é removida pela protease sinal 
e a demonstração, por meio de experimentos de proteólise, 
que as extremidade N e C permanecem no lado citoplasmáti- 
co da membrana do RE. Subsequentemente, foi mostrado por 
experimentos de ligação foto-induzida (photo-cross linking), 
que a sequência sinal forma uma hélice com cerca de 2 voltas 
que se insere entre as hélices TM 2 e 7 da Secbla (Fig. 12.54, 
meio). A separação das hélices 2 e 7 (o portão lateral; Fig. Fig. 
12.52b) auxilia no deslocamento da hélice tampão, a qual após 
a excisão da sequência sinal, permite a passagem do polipeptí- 
deo nascente pelo CCP para dentro do RE (Fig. 12.54 direita) . 

Componentes adicionais do translocon de mamíferos são 
denominados proteína de membrana associada à cadeia de 
translado (TRAM, de translocating chain-associated mem- 
brane proteins, —375 resíduos: com 8 hélices transmembrana 
e as extremidades C e N-terminais no citosol) e a proteína de 
membrana associada ao translocon (TRAP; um heterotetrâ- 
mero com —800 resíduos com cada uma de suas subunidades 
a, p e 8 possuindo uma hélice TM e sua subunidade y com 
quatro hélices TM). Utilizando lipossomos com Sec61, con- 
tendo ou não TRAM, Rapoport demonstrou que TRAM é 
necessária para o translado e a integração na membrana do 
lipossomo da maioria, mas não de todas as pré-proteínas. A 
necessidade de TRAM para o translado de uma dada pro- 
teína depende de sua sequência-sinal, embora nenhuma ca- 
racterística particular nessa sequência pareça ser crítica para 
a dependência de TRAM. A TRAP, que está na Fig. 12.53a. 
funciona de forma semelhante para aumentar a eficiência de 
translado com determinadas sequências sinal. 

e. O translocon insere hélices transmembrana lateralmente 
na membrana do retículo endoplasmático 

Além de formar um conduto para proteínas solúveis entra- 
rem no RE, o translocon insere segmentos TM de proteínas 


integrais na membrana do RE. O translocon, em conjunto 
com o ribossomo, reconhece esses segmentos TM e os insere 
dentro da bicamada lipídica via um portão lateral entre as 
hélices 2 e 7 na subunidade SecY/Sec61a (Fig. 12.55). 

As proteínas TM monotópicas (ou passo único) se divi- 
dem em três classes: 


1. Proteínas do tipo I têm sequências sinal N-terminais 
removíveis. Elas estão inseridas na membrana à seme- 
lhança das proteínas de secreção (Fig. 12.54), mas pos- 
suem uma sequência âncora de parada de transferência 
hidrofóbica e com —22 resíduos que o translocon insere 
na forma de hélice lateralmente dentro da membrana. 
Portanto, as proteínas do tipo I têm suas extremidades 
N-terminais no RE. 


2. Proteínas do tipo n não têm sequência sinal N-terminal 
clivável. No entanto, elas possuem uma sequência sinal 
de ancoramento, hidrofóbica e com —22 resíduos não 
necessariamente próxima à extremidade N-terminal da 
proteína, que é reconhecida pela PRS. A PRS passa en- 
tão o polipeptídeo nascente para o translocon, o qual 
insere lateralmente a sequência sinal de ancoramento 
na membrana em uma orientação tal que a extremida- 
de N-terminal da proteína se localiza no citoplasma. Isto 
requer que o polipeptídeo faça uma alça dentro do trans- 
locon antes de de ser inserido na membrana (Fig. 12.56, 
porção inferior). Presume-se que o segmento C-terminal 
de uma proteína do tipo II é expelida para dentro do es- 
paço entre o ribossomo e o translocon (Fig. 12.53a) antes 
de passar através do translocon. 

3. Proteínas do tipo UI, à semelhança das proteínas do tipo 
II não possuem sequência sinal N-terminal clivável e 
possuem uma sequência sinal de ancoramento que não 
está necessariamente próxima à extremidade N-terminal 
da proteína. No entanto, a orientação destas sequências 
sinal de ancoramento na membrana é oposta à das pro- 
teínas do tipo II. Portanto a maneira pela qual as pro- 
teínas do tipo III se inserem na membrana se assemelha 
à das proteínas do tipo I (Fig. 12.56, porção superior). 



FIGURA 12.55 Modelo da inserção de uma hélice TM em 
uma membrana. O translocon (em azul) é visto como na Fig. 
12.52b. Uma cadeia polipeptídica (em amarelo) é mostrada 
ligada ao poro do translocon durante sua translocação através 
da membrana, e uma hélice TM (em vermelho) é mostrada atra- 
vessando o portão lateral do translocon e sendo liberada para 
dentro da membrana (seta). (Com base em um desenho feito 
por Dobbersteín, B. e Sinning, L, Science 303, 320 [2004].) 
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FIGURA 12.56 A geração das proteínas do tipo II e IQ. Aqui, 
a linha vermelha representa uma sequência sinal âncora. A ex- 
tremidade N-terminal de uma proteína do tipo III deve passar 
pelo translocon antes que sua hélice TM subsequente seja inse- 
rida lateralmente na membrana {parte superior). Contudo, no 
caso de uma proteína do tipo II, cuja extremidade N-terminal 
fica retida no citoplasma {parte inferior), o polipeptídeo sinte- 
tizado logo após (representado pela alça entre o ribossomo e o 
translocon) deve passar através do CCP. No caso de proteínas 
TM politópicas, esses dois processos se alternam. (Com base 
em um desenho feito por Tom Rapoport, Harvard Medicai 
School, EUA.) 


Contudo elas diferem pelo fato da transferência de um 
segmento N-terminal de uma proteína do tipo III atra- 
vés da membrana só pode ser iniciado depois que sua 
sequência sinal de ancoramento tenha sido sintetizada. 

No caso das proteínas TM politópicas (ou multipasso ou 
do tipo IV) devem ser formadas alças cada vez que mais uma 
hélice está para ser inserida na membrana. É evidente que 
o CCP para um translocon ativo tem espaço suficiente para 
que segmentos TM sucessivos revertam seu sentido antes de 
serem inseridos na membrana. As hélices têm que ser inseri- 
das na membrana individualmente ou em pares, dependendo 
de sua hidrofobicidade e de sua capacidade de formar intera- 
ções hélice-hélice estáveis. 

O que controla a orientação das hélices em uma pro- 
teína TM, ou sej a, sua topogênese? A maioria das proteínas 
TM, conforme mostrou Gunnar Von Heijne, adotam uma 
orientação tal que suas extremidades expostas ao citoplas- 
ma, aquelas que não são translocadas através da membra- 
na, são mais positivamente carregadas (têm mais resíduos 
de Arg e Lys) do que suas extremidades expostas ao lúmen 
- a regra do positivo dentro. Isto acontece principalmente 
devido à distribuição de cargas dentro do translocon, o qual 
está orientado com sua face mais positiva para o lado cito- 
plasmático da membrana (de acordo com a regra do positivo 
dentro). Na verdade, a mutação de determinados resíduos de 
Secóla carregados, de modo a reverter sua carga (p.ex. tro- 
cando Arg por Glu) , inverte a orientação das hélices TM que 
ele insere na membrana. Outra influência importante sobre a 
orientação de uma hélice TM é seu gradiente de hidrofobici- 
dade: A extremidade mais hidrofóbica da hélice TM é trans- 
ladada preferencialmente através da membrana 

Apesar do exposto anteriormente, deveria se esperar que a 
orientação da membrana da hélice TM N-terminal de uma pro- 
teína politópica determina a orientação das hélices subsequen- 


tes (muitas das quais, senão todas, ainda não foram sintetizadas 
no momento em que a hélice N-terminal é inserida na membra- 
na). Contudo, a remoção ou a inserção de uma hélice TM em 
um polipeptídeo não altera necessariamente a orientação das 
hélices subsequentes na membrana: quando duas hélices suces- 
sivas têm a mesma orientação preferencial, uma delas deve ser 
expulsa da membrana. Além disso, a organização topológica 
das proteínas TM é influenciada pela composição lipídica da 
membrana. Isto sugere que o portão lateral do translocon se 
abre e se fecha com frequência de modo a permitir que o peptí- 
deo em trânsito experimente o meio externo lipídico e somente 
insira um segmento peptídico dentro da bicamada lipídica se 
for termodinamicamente favorável fazê-lo; isto é, a inserção 
da hélice deve ser considerada como um partilhamento entre o 
meio aquoso no translocon e o da membrana. 

As proteínas TM politópicas só podem adquirir sua con- 
formação nativa depois que todas as suas hélices TM tenham 
sido inseridas na membrana. Este processo é conduzido por 
interações entre as hélices bem como por interações espe- 
cíficas com os lipídeos de membrana. Assim, embora uma 
sequência da proteína TM determine sua topologia, ela o faz 
em um meio lipídico específico da membrana. É evidente 
que a composição lipídica de uma membrana e as topologias 
de suas proteínas inseridas coevoluiram. 

f. 0 dobramento da proteína no RE é controlado pelas 
chaperonas moleculares 

O RE, assim como o citosol, contém uma bateria de chapero- 
nas moleculares que auxiliam no dobramento das proteínas e 
atuam como agentes de controle de qualidade. Dentre elas, a 
melhor caracterizada é a homóloga da Hsp70 (Seção 9.2C) BiP 
(de binding protein, ou proteína de ligação). A BiP associa -se 
a muitas proteínas de secreção e TM, embora essas interações 
sej am fracas e efêmeras quando o dobramento ocorre de for- 
ma correta. Contudo, proteínas dobradas de forma incorreta, 
glicosiladas de modo incorreto ou montadas de forma incor- 
reta formam complexos estáveis com BiP, que, por meio de 
um processo pouco conhecido envolvendo translocons cha- 
mado retrotranslado, com frequência são exportados para o 
citosol, onde são degradados proteoliticamente (Seção 32.6). 
O processo completo é denominado ER AD (de ER-associated 
degradation, ou degradação associada ao RE). Duas outras 
chaperonas residentes do RE são a cahreticulina e a calnexina, 
proteínas homólogas que facilitam e monitoram o dobramento 
e a montagem de glicoproteínas (Seção 23.3BÍ). O RE contém 
também proteínas dissulfeto-isomerases (PDIs; Seção 9.2A) e 
peptidil-prohl-ds-frarcj-isomerases (PPIs; Seção 9.2B). 

Têm-se constatado que anormalidades no dobramento e 
na montagem de proteínas são responsáveis por importantes 
mecanismos de doenças (p. ex., Seção 9.5). A fibrose cística, 
por exemplo, é a doença genética recessiva (que oferece ris- 
co de vida) mais comum na população caucasiana (afetando 
—2.000 indivíduos). Ela ocorre em homozigotos para uma 
proteína reguladora transmembrana defeituosa (CFTR, de 
cystic fibrosis transmembrane regulator protein, ou proteína 
TM reguladora da fibrose cística), uma glicoproteína de 1.480 
resíduos que possui 12 hélices TM e atua como um transporta- 
dor de íons Cl” na membrana plasmática de células epiteliais. 
Os indivíduos com fibrose cística produzem muco altamente 
viscoso, cujo efeito mais danoso é o bloqueio das vias aéreas 
pulmonares. Isso leva a infecções persistentes, causando de- 
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generação pulmonar grave e progressiva, sendo geralmente 
fatal ao redor dos 30 anos. Embora a doença seja causada por 
qualquer uma das mais de 1.000 mutações conhecidas no gene 
da CFTR, 70% dos casos são resultantes da remoção da Phe 
508 (AF508), que está localizada em um domínio citoplasmá- 
tico da proteína (que é inserida inicialmente na membrana 
do RE) . Embora este domínio mutante na proteína AF5G8 se 
dobre em sua conformação próxima da nativa (AF508 retém 
quase toda sua atividade biológica), ele o faz muito mais len- 
tamente do que na proteína nativa. Isto resulta no seu retro- 
translado e degradação por um sistema proteolítico de vigi- 
lância, neste caso excessivamente cuidadoso (Seção 32. 6B). 

g. Algumas proteínas são transportadas através das 
membranas após a tradução 

As proteínas de secreção apresentadas passam através da 
membrana à medida que estão sendo sintetizadas pelos ri- 
bossomos, isto é, seu translado para a membrana é cotradu- 
cional. No entanto, algumas são transladadas somente após 
terem sido totalmente sintetizadas no citoplasma, ou sej a, o 
processo é pós-traducional. Não obstante, o translado em 
ambos os casos é mediado pelo translocon. Porém, o trans- 
locon é um poro passivo, ou seja, ele não fornece a energia 
livre que conduz ao translado. No translado cotraducional, a 
extensão do polipeptídeo mediada pelo ribossomo é o que o 
empurra através do translocon. 

Nos eucariotos, as proteínas de secreção translocadas 
após a tradução têm sequências sinal moderadamente hi- 
drofóbicas; elas não são reconhecidas pela PRS mas ainda 
assim se ligam à Secól. Estas proteínas se ligam a chaperonas 
citoplasmáticas, as quais as mantêm em um estado frouxa- 
mente dobrado ou não dobrado que permite a elas passar 
pelo translocon. Seu translado é impulsionado por um meca- 
nismo chamado catraca Browniana que é mediado por uma 
parceria de Secól com o complexo TM Sec62/Sec63 e BiP, 
a chaperona luminal semelhante à Hsp-70 (Fig. 12.57). No 
translocon o polipeptídeo desliza para a frente e para trás 



FIGURA 12.57 Esquema da translocação pós-tradução nos 
eucariotos. A medida que o polipeptídeo em translocação 
entra no RE através de Secól, o complexo BiP-ATP se liga à 
Sec63, cujo domínio J induz Bip a hidrolisar o ATP em ADP. 

O complexo BiP-ADP resultante se liga ao peptídeo emergente 
impedindo que ele escorregue de volta. A medida que segmen- 
tos adicionais do peptídeo emergem de Secól, o processo se 
repete até que a proteína inteira tenha entrado no RE. No final 
BiP troca seu ADP por ATP o que causa sua liberação do pep- 
tídeo, o qual então se dobra em sua conformação nativa. (Cor- 
tesia de Tom Rapoport, Harvard Medicai School, EUA.) 


aleatoriamente por movimento Browniano. No entanto, no 
RE, o chamado domínio J (homólogo da cochaperona DnaJ 
de E. coli\ Seção 9.2C) na superfície luminal da Sec63 induz 
BiP a hidrolisar seu ATP em ADP. O complexo BiP-ADP 
resultante se liga então ao polipeptídeo emergente do trans- 
locon, o que o impede de deslizar de volta para o citoplasma. 
Quando o peptídeo desliza de novo para a frente, outro com- 
plexo BiP-ADP se liga a ele, etc., até que todo o polipeptídeo 
entre no RE. No final a BiP troca seu ADP por ATP, o que 
causa sua liberação do polipeptídeo, o qual se dobra na sua 
conformação nativa. 

Nas bactérias, o motor que impulsiona o translado pos- 
traducional é a SecA, que se liga à face citoplasmática do 
complexo SecY e empurra o polipeptideo através do trans- 
locon por meio de ciclos repetidos de hidrólise de ATP. A 
SecA é auxiliada no processo pela chaperona SecB, a qual 
impede que o polipeptídeo se dobre no citoplasma. 

C. Formação de vesículas 

Logo após o término da síntese de suas cadeias polipeptídi- 
cas, as proteínas TM, de secreção e lisossômicas parcialmente 
processadas aparecem no aparelho de Golgi (Fig. 1.5), uma 
organela com diâmetro de 0,5 a 1,0 pm que consiste em uma 
pilha de 3 a 6 ou mais (dependendo da espécie) sacos mem- 
branosos achatados e funcionalmente distintos conhecidos 
como cisternas, onde acontece a continuação do processa- 
mento póstraducional, principalmente a glicosilação (Seção 
23.3Bg). O aparelho de Golgi (Fig. 12.58) tem duas faces dis- 
tintas, sendo cada uma delas formada por uma rede de tubos 
membranosos interconectados: a rede Golgi cis, que fica em 
frente ao RE e por onde as proteínas entram no aparelho de 
Golgi; e a rede Golgi trans, através da qual as proteínas pro- 
cessadas saem para seus destinos finais. As pilhas de Golgi 
possuem, pelo menos, três tipos diferentes de sacos: as cis- 
ternas cis, as mediais e as trans, cada uma delas contendo di- 
ferentes grupos de enzimas processadoras de glicoproteínas. 

As proteínas transitam de uma extremidade das pilhas 
de Golgi para a outra, e vão sendo modificadas gradualmente 
por um processo que está descrito na Seção 23.3Bg. Essas 
proteínas são transportadas por meio de dois mecanismos: 

1. Elas são transportadas entre os compartimentos do 
Golgi da direção cis para trans como cargas no interior 
de vesículas membranosas, que brotam de um compar- 
timento e se fundem com o compartimento seguinte, em 
um processo denominado transporte anterógrado, ou 
para frente. 

2. Elas são carregadas como passageiros pelos compar- 
timentos que atravessam as pilhas do Golgi, isto é, as 
cisternas cis no final se tornam cisternas trans, em um 
processo chamado progressão das cisternas ou matura- 
ção. Esse processo é mediado pelo transporte retrógra- 
do, ou para trás, das proteínas residentes do Golgi de um 
compartimento para o precedente por meio de vesículas 
membranosas. 

Foi mostrado claramente que o mecanismo de progres- 
são nas cisternas ocorre mas o significado do mecanismo de 
transporte anterógrado ainda é obscuro. Em todo o caso, ao 
chegar à rede Golgi trans, as proteínas maduras são classifi- 
cadas e enviadas para seus destinos celulares finais. 
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FIGURA 12.58 Processamento postraducio- 
nal de proteínas. As proteínas destinadas à 
secreção, à inserção na membrana plasmática 
ou ao transporte para os lisossomos são sinteti- 
zadas nos ribossomos associados ao RER (pon- 
tos azuis; no topo) . A medida que vão sendo 
sintetizadas, as proteínas (pontos vermelhos) 
vão sendo transladadas para a luz do RE ou in- 
seridas na sua membrana. Após o processamen- 
to inicial no RE, as proteínas são encapsuladas 
em vesículas que brotam da membrana do RE e 
subsequentemente se fundem com a rede Golgi 
cis. As proteínas são progressivamente proces- 
sadas nas cisternas cis, mediais e trans do Golgi. 
Finalmente, na rede Golgi trans (na base), as 
glicoproteínas completas são selecionadas para 
serem distribuídas aos seus destinos finais, ou 
seja, à membrana plasmática, às vesículas de se- 
creção ou aos lisossomos, sendo transportadas 
por outras vesículas. 


FIGURA 12.59 Micrografia eletrônica de vesículas reco- 
bertas. a) Vesículas recobertas por clatrina. Observe seu 
aspecto poíiédrico. (Cortesia de Barbara Pearse. Medicai 
Research Council, Cambridge, Reino Unido.) (b) Vesí- 
culas recobertas por COPI. (c) Vesículas recobertas por 
COPII. As inserções nas partes b e c mostram as respecti- 
vas vesículas em maior aumento. (Cortesia de Lelio Orei, 
Universidade de Genebra, Suíça.) 



(a) 
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a. As proteínas de membrana, de secreção e lisossômicas 
são transportadas por vesículas revestidas 
Vesículas revestidas são os veículos nos quais as proteínas 
são transportadas do RER para o aparelho de Golgi e para 
seus destinos finais, assim como entre os diferentes compar- 
timentos do Golgi (Fig. 12.59). Esses sacos membranosos de 
60 a 150 nm são assim chamados porque inicialmente revesti- 
dos na sua face externa (citosólica) por proteínas específicas, 
que atuam como suportes flexíveis na formação da vesícula. 
A vesícula brota de sua membrana de origem e posterior- 


Superfície externa 



Membrana plasmãtica 
Proteínas 


Citosol 


Carboidrato 


Membrana 
da vesícula 



FIGURA 12.60 A fusão da vesícula com a membrana plasmá- 
tica preserva a orientação das proteínas integrais inseridas na 
bicamada da vesícula. O interior da vesícula e o exterior da cé- 
lula são topologicamente equivalentes, pois é sempre o mesmo 
lado da proteína que está imerso no citosol. Note que qualquer 
proteína solúvel contida dentro da vesícula será secretada. De 
fato, as proteínas destinadas à secreção são empacotadas em 
vesículas membranosas que se fundem com a membrana plas- 
mática, conforme mostrado na figura. 


mente se funde com a membrana-alvo. Esse processo preser- 
va a orientação das proteínas TM (Fig. 12.60), deforma que 
a luz do RE e das cisternas do Golgi são equivalentes, topolo- 
gicamente, ao exterior da célula. Esse fato explica por que os 
carboidratos componentes das glicoproteínas TM e as âncoras 
de GPI das proteínas de ligação a GPI ocorrem somente na 
superfície externa da membrana plasmãtica. 

Os três tipos de vesículas revestidas melhor caracteriza- 
dos são distinguidos por seus revestimentos proteicos. 

1. Clatrina (Fig. 12.59a), uma proteína que forma uma es- 
trutura poliédrica ao redor das vesículas que transpor- 
tam proteínas TM, proteínas ligadas a GPI e proteínas 
de secreção do Golgi para a membrana plasmãtica. As 
gaiolas de clatrina, que foram caracterizadas pela pri- 
meira vez por Barbara Pearce, dissociam-se em proteí- 
nas flexíveis de três braços, conhecidas como trisquélios 
(Fig. 12.61), que consistem em três cadeias pesadas (HC, 
1675 resíduos), sendo que cada uma liga uma ou duas 
cadeias leves homólogas, CLa ou CLb (com —240 resí- 
duos), aleatoriamente. 

2. Proteína COPI (Fig. 12.59b; COP, de coat protein, pro- 
teína de revestimento), que forma o que parece ser um 
revestimento flocoso envolvendo vesículas que fazem 
o transporte anterógrado e o retrógrado de proteínas 
entre os compartimentos sucessivos do Golgi. Além 
disso, essas vesículas promovem o retorno, do Golgi 
para o RE, de proteínas residentes do RE que tenham 
escapado (ver a seguir). COPI consiste em sete subuni- 
dades diferentes (a, 160 kDa; p, 110 kDa; f$', 102 kDa; 
7 , 98 kDa; ô, 61 kDa; e, 31 kDa; e £, 20 kDa). O com- 
plexo solúvel formado pelo protômero COPI é deno- 
minado coatômero. 

3. Proteína COPII (Fig. 12.59c), que transporta proteínas 
do RE para o Golgi. Os componentes de uma vesícula 
COPII são reciclados por vesículas recobertas por COPI 
para participarem de outro ciclo de formação de vesícu- 
las (os componentes das vesículas COPI que entram no 



FIGURA 12.61 Micrografia eletrônica de trisquélios. As 

orientações variáveis de seus braços indicam sua flexibilidade. 
(Cortesia de Daniel Branton, Harvard University, EUA.) 
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RE supostamente são reciclados por vesículas revestidas 
por COPII). O revestimento COPII consiste na GTPase 
Sarl, no heterodímero Sec23/24 no qual a Sec23 é uma 
GAP especifica para Sarl e Sec24 atua na seleção da car- 
ga, e no heterodímero Secl3/31, que forma gaiolas polié- 
dricas (ver a seguir). 

Todas as vesículas descritas anteriormente também carregam 
receptores, os quais ligam as proteínas que estão sendo trans- 
portadas, assim como proteínas de fusão, as quais medeiam a 
fusão dessas vesículas com suas membranas- alvo. Esses pro- 
cessos serão apresentados a seguir e na Seção 12. 4D. 

b. As gaiolas de clatrina são formadas por cadeias pesadas 
sobrepostas 

As vesículas recobertas por clatrina ( VRC) estão, estrutural 
e funcionalmente, melhor caracterizadas do que as recober- 
tas por COPI e COPII. A clatrina forma gaiolas poliédricas 
nas quais, conforme mostrou muito claramente um estudo 
de crioeletromicroscopia realizado por Harrison, Tomas 
Kirchhausen e Thomas Walz (Fig. 12.62a) cada vértice é o 


centro (eixo) de um trisquélio e suas arestas, com —225 À 
de comprimento, são formadas pela interdigitação dos bra- 
ços de quatro trisquélios-dois segmentos antiparalelos pro- 
ximais e dois segmentos distais (Fig. 12.626). Esse poliedro 
(Fig. 12.62c), com 12 faces pentagonais e um número variável 
de faces hexagonais (por razões geométricas explicadas na 
Seção 33.2A), é a forma mais parcimoniosa de englobamen- 
to de objetos esferoidais. O volume contido em um poliedro 
de clatrina aumenta, é claro, com o aumento do número de 
faces hexagonais (uma “minicapa” é pequena demais para 
conter uma vesícula de transporte). 

Cada um dos braços do trisquélio, com comprimento 
de —475 Â, é formado por uma cadeia pesada com 1.675 
resíduos, que forma trímeros por meio de seus domínios 
C-terminais (Fig. 12.626). Além de se projetar para fora a 
partir de seu ponto central (vértice), cada braço se enro- 
la na direção do centro da partícula de tal forma que três 
pulsos se encontram e interagem a — 75 Ã abaixo do ponto 
central que está a dois vértices de distância de cada um de 
seus pontos centrais. 



FE G URA 12.62 Anatomia de uma vesícula recoberta por clatrina. (a) Imagem de uma gaiola de clatrina sem a cadeia leve, 
de cérebro bovino, com base em crioeletromicroscopia com resolução de 7,9 A. A partícula mostrada, um barril hexagonal 
com simetria D 6 , consiste em 36 trisquélios. Três dos trisquélios interdigitados mas simetricamente não relacionados estão 
representados em vermelho, azul e verde. (6) Uma imagem de um trisquélio, com base em crioeletromicroscopia, marcado 
com os nomes de seus vários segmentos. A extremidade N-terminal de cada cadeia pesada ocupa o domínio terminal e sua 
extremidade C-terminal está localizada no vértice que reúne as três cadeias pesadas que formam o trisquélio. (c) Diagrama 
das três estruturas poliédricas que se formam quando os trisquélios se organizam em gaiolas de clatrina in vitro. A minicapa 
tem simetria tetraédrica (T), o barril hexagonal tem simetria D 6 e a bola de futebol tem simetria icosaédrica (/) (na Seção 8.5B 
discute-se simetria). Estes poliedros consistem, respectivamente, em 28, 36 e 60 trisquélios. O arranjo de um trisquélio dentro 
do barril hexagonal está indicado em azul. A clatrina forma, in vivo, gaiolas poliédricas com uma ampla gama de tamanhos 
diferentes (número de hexágonos). O barril hexagonal mostrado na Parte a tem apenas —700 A de diâmetro, enquanto as 
vesículas membranares recobertas por clatrina têm —1.200 A de diâmetro, ou mais. (Cortesia de Stephen Harrison, Tomas 
Kirchhausen e Thomas Walz, Harvard Medicai School, EUA.) 
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Repetição 5 Repetição 6 Repetição 7 

(c ) 


FIGURA 12.63 Estrutura da cadeia pesada da clatrina. (a) A 

estrutura por raios X do domínio N-terminal e de parte do aco- 
plador da cadeia pesada de rato. O domínio N-terminal forma 
um propulsor de sete pás (em amarelo ) , mostrado aqui em vista 
lateral, enquanto o acoplador (em vermelho) forma um solenoide 
a (b) O propulsor p é visto do topo, ao longo de seu eixo pseudo- 
-heptagonal. (Partes aeb são cortesia de Tomas Kirchh.au sen, 
Harvard Medicai School, EUA. PDBid 1 BPO.) (c) Estrutura por 
raios X dos resíduos 1.210 a 1.516 da cadeia pesada da clatrina 
bovina, vista com sua extremidade N-terminal à esquerda. As 
hélices estão coloridas em amarelo e verde, com a exceção das 
três hélices N-terminais, que estão em cinza para indicar que suas 
estruturas não estão resolvidas. As barras cor de laranja, verde e 
azul indicam, respectivamente, as regiões das repetições 5, 6 e 7. 
(Cortesia de Peter Hwang, University of Califórnia at San Fran- 
cisco, EUA. PDBid 1B89.) (d) Um modelo do suporte principal 
de um trisquélio (resíduos 1 a 1.597) gerado pela conexão das 
estruturas por raios X anteriores com os modelos de homologia 
das repetições remanescentes na densidade eletrônica determina- 
da por crioeletromicroscopia de uma cadeia pesada (Fig. 12.62a). 
(Cortesia de Stephen Harrison, Tomas Kirchhausen e Thomas 
Walz, Harvard Medicai School, EUA, PDBid 1X14.) 
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Embora não tenha sido determinada a estrutura por raios 
X de uma cadeia pesada inteira, a do segmento N-terminal e 
a de uma porção do segmento proximal foram elucidadas: 

1. O segmento N-terminal (resíduos 1 a 494; Fig. 12.63a, b), 
cuja estrutura foi descrita por Harrison e Kirchhausen, 
consiste em dois domínios: (i) um propulsor (S N-terminal 
com sete pás, em que cada pá é formada por uma folha 
p antiparalela com 4 fitas (Fig. 12.63/?); o domínio ter- 
minal) denominado motivo de sequência WD40 porque 
contém, com frequência, o dipeptídeo WD e tem —40 
resíduos; e (ii) uma conexão C-terminal que consiste em 
10 hélices a de comprimentos variáveis (2 a 4 voltas), co- 
nectadas por alças curtas e organizadas em uma hélice 
irregular à direita (uma hélice formada por hélices, ou 
seja, uma super-hélice), denominada solenoide a (ou zi- 
guezague a) . 

2. O segmento proximal (resíduos 1.210 a 1.516; Fig. 
12.63c), cuja estrutura foi determinada por Peter Hwang 
e Robert Fletterick., consiste em 24 hélices a organizadas 
mais ou menos como o solenoide a descrito anterior- 
mente, porém de modo mais regular, formando uma su- 
per-hélice à direita em forma de bastão. A rigidez desse 
motivo é atribuída ao seu núcleo hidrofóbico contínuo, 
juntamente com a interdigitação eficiente das cadeias la- 
terais nos locais onde as hélices antiparalelas cruzadas 
entram em contato (Seção 8.3B). 

Alinhamentos de sequência e de estrutura indicam que 
os resíduos compreendidos entre o 537 e o 1.566 da cadeia 
pesada consistem em sete repetições da cadeia pesada da 
clatrina, com —145 resíduos, ordenadas uma após a ou- 
tra, cada uma delas possuindo 10 hélices (o segmento pro- 
ximal consiste em toda a repetição 6 mais as porções C- e 
N-terminais das repetições 5 e 7; Fig. 12.63c). Isto permitiu 
o desenho de um modelo do suporte principal do trisqué- 
lio ao conectar as estruturas por raios X anteriores com os 
modelos de homologia das repetições da cadeia pesada da 
clatrina, cuj as estruturas não foram experimentalmente de- 
terminadas, à densidade eletrônica determinada por crioe- 
letromicroscopia (Fig. 12.63 d, a modelagem de homologias 
é discutida na Seção 9.3B). A cadeia pesada de cada braço 
consiste em uma super-hélice estendida formada pelas héli- 
ces a unidas. Não obstante, os braços do trisquélio possuem 
uma flexibilidade considerável (Fig. 12.61), o que é uma ne- 
cessidade funcional para a formação de vesículas de diferen- 
tes tamanhos, bem como para o brotamento de uma vesícula 
a partir da superfície da membrana, o que é acompanhado 
por uma alteração na sua curvatura. A cadeia pesada parece 
flexionar principalmente ao longo dos seus segmentos (coto- 
velo e pulso) (Fig. 12.62b). 

O segmento proximal possui regiões de superfície hi- 
drofóbica extensas que seguem os sulcos entre hélices ad- 
jacentes. Aparentemente a associação longitudinal de dois 
segmentos proximais na gaiola de clatrina (Fig. 12.62a) é 
estabilizada pela ocultação dessas regiões hidrofóbicas pelo 
ajuste complementar das hélices de um braço nos sulcos do 
outro. 

As cadeias leves não participam da montagem da gaiola 
de clatrina. Na verdade, as cadeias leves inibem a polimeri- 



FJGURA 12.64 Organização das cadeias leves em uma gaiola 
de clatrina. As diferenças entre as densidades eletrônicas de- 
terminadas por crioeletromicrografia de um barril hexagonal 
com e sem as cadeias leves estão mostradas em amarelo, com 
a densidade eletrônica sem a cadeia leve em azul. (Cortesia de 
Stephen Harrison, Tomas Kirchhausen, e Thomas Walz, Har- 
vard Medicai School, EUA.) 

zação das cadeias pesadas in vitro, o que sugere que elas de- 
sempenhem um papel regulador na prevenção de montagens 
incorretas de gaiolas de clatrina no citosol. A comparação 
das estruturas por crioeletromicroscopia dos cilindros hexa- 
gonais intactos ou desprovidos da cadeia leve revela que a 
porção central da cadeia leve consiste em uma hélice com 
71 resíduos que se liga a uma superfície formada pelas alças 
inter-helicoidais ao longo do segmento proximal da cadeia 
pesada, com a extremidade C-terminal da cadeia leve mais 
próxima ao eixo do trisquélio (Fig. 12.64). Na cadeia leve a e 
na cadeia leve (3, que apresentam 60% de identidade, os seg- 
mentos que diferem em sequência estão restritos às regiões 
N- e C-terminais que não participam na Ügação à cadeia pe- 
sada e, por isso, é provável que contenham sítios de ligação 
a fatores citosólicos que regulam a remoção do revestimento 
da vesícula. 

c. As vesículas recobertas por clatrina participam também 
da endocitose 

Como visto, as vesículas recobertas por clatrina transpor- 
tam proteínas de secreção e TM da rede Golgi trans para a 
membrana plasmática (Fig. 12.58). Além disso, pelo proces- 
so conhecido como endocitose (descrito na Seção 12,5Bc), 
elas capturam proteínas específicas do meio extracelular pela 
invaginação de uma porção da membrana plasmática e as 
transportam para destinos intracelulares. 
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FIGURA 12,65 Formação das vesículas revestidas de cla- 

trina. (1) A troca, estimulada por ARNO, do GDP ligado a 
ARF1 por GTP toma o grupo miristoil N-terminal ligado à 
proteína ARFl * ADP livre para ser inserido na membrana. (2) 
Proteínas adaptadoras (PAs) ligam-se a ARF1 ■ GTP ligado à 
membrana. As proteínas adaptadoras, por sua vez, ligam-se aos 
trisquélios, promovendo a formação da cobertura de clatrina, 
o que faz a vesícula brotar da membrana. Além disso, as PAs 
ligam-se a receptores TM de proteínas solúveis e TM a serem 
transportadas. (3) A vesícula é liberada da membrana pela ação 
da GTPase dinamina. ( 4 ) A cobertura de clatrina e as PAs dis- 
sociam-se da vesícula logo após a sua liberação da membrana. 


d. A formação das VRC é um processo complexo 

A formação das VRC compreende quatro estágios (Fig. 
12.65): (1) preparação (2) montagem, (3) liberação e (4) des- 
recobrimento. O processo está resumido a seguir. 

1. Preparação: Ativação de ARF1. A formação da vesícula 
inicia com a ligação, à membrana, da pequena GTPase 
(com 181 resíduos) miristoilada chamada ARF1 (ARF, de 
ADP-ribosylation factor, ou fator de ribosilação de ADP, 
porque foi descrito pela primeira vez como um cofator na 
ribosilação, catalisada pela toxina da cólera, das GTPases 
conhecidas como proteínas G heterotriméricas; Seção 
19.2). As ARFs são membros da superfamília Ras (Ras é 
uma GTPase pequena que participa na sinalização intrace- 
lular; Seção 19.3C) e são proteínas citosólicas hidrossolú- 
veis quando ligadas a GDP, mas, quando ligadas a GTP, 
associam-se às membranas através da inserção de seus gru- 
pos N-terminais miristoila na bicamada (Seção 12.3Bb). A 
comparação das estruturas por raios X da ARFl ■ GDP 
e da ARFl * GTP, determinadas por Dagmar Ringe e 
Jonathan Goldberg, indica que isso ocorre porque a hélice 
N-terminal da primeira está ligada, juntamente com seu 
grupo miristoila, a um sulco raso na proteína (Fig. 12.66a), 
que está ausente na segunda (Fig. 12.66b). 

O fator de troca de nucleotídeo de guanina (GEF, de 
guanine nucleotide exchange factor), para ARFl, que em hu- 
manos é chamado ARNO (de ARF nucleotide-binding site 
opener, 399 resíduos), possui um domínio de —200 resíduos 



Dinamina 



3. Liberação 



4. Desencapsulamento 



Bioquímica 435 



FIGURA 12.66 Estruturas por raios X de (a) ARF1 • GDP e (b) ARF1- GDPNP. (GDPNP é um análogo nao hidrolisãvel de 
GTP, no qual o átomo de oxigênio ligado aos átomos de P (3 e 7 foi substituído por um grupo NH.) Os nucleotídeos ligados es- 
tão representados em branco na forma de bastão, com os átomos de fósforo em magenta e os íons Mg ! como esferas lilases. No 
ARF1- GDP, a hélice N-terminal da proteína (em vermelho) e seu grupo miristoila ligado covalentemente (ausente na estrutura 
por raios X) estão ligados a um sulco hidrofóbico raso na superfície da proteína, formado em parte pelos resíduos da alça \3. Con- 
tudo, a substituição de GDP por GMPPNP (e presumivelmente por GTP) induz uma mudança conformacional no segmento entre 
o resíduo 37 e o 53 (em amarelo ), que desloca, por dois resíduos, a fita (32 ao longo da fita (33, um deslocamento de 7 A. O movi- 
mento resultante da alça \3 elimina o sítio de ligação para o N-terminal, tornando, dessa forma, o grupo miristoila disponível para 
inserção na membrana (os resíduos 1 ao 17 do complexo GDPNP estão desordenados). (Cortesia de Jonathan Goldberg, Memorial 
Sloan-Kettering Câncer Center, New York, EUA. A estrutura do ARF1 ■ GDP foi determinada por Dagmar Ringe, Brandeis Uni- 
versity, EUA. PDBid 1HUR.) 


semelhante à proteína altamente conservada Sec7 de levedu- 
ra, Quando ARNO ou seu domínio Sec7 são incubados com 
ARF1 • GDP miristoilado, eles só são capazes de catalisar a 
troca dos nucleotídeos se micelas lipídicas também estiverem 
presentes, sugerindo que ARNO é ativado somente quando 
está em uma superfície de membrana. De fato, ARNO con- 
tém um domínio de homologia a plecstrina (PH, de peckstrin 
homology ) , um módulo de 100 resíduos que existe em nume- 
rosas proteínas (Seção 19.3C) e que se liga ao fosfolipídeo mi- 
noritário de membrana fosfatidi]mositol-4,5-bifosfato (PIP 2 ) , 
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Fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP 2 ) 

que também é um precursor de compostos que participam 
em sinalização intracelular (Seção 19.4A). 


2. Montagem: Proteínas Adaptadoras Ligam as Proteínas 
a Serem Transportadas à Cobertura de Clatrina. ARF1 
* GTP ligada à membrana recruta proteínas adaptadoras 
(PA) para a superfície da membrana. As PAs ligam-se à 
cadeia pesada da clatrina e a proteínas TM, que podem 
ser receptores que ligam, dentro da vesícula de brota- 
mento, proteínas solúveis a serem transportadas, ou po- 
dem ser elas próprias proteínas a serem transportadas. 
As PAs fazem parte do núcleo das VRCs e são, na verda- 
de, o suporte sobre o qual se forma a gaiola de clatrina. 
As PAs ligam-se ao propulsor |3 (domínio N-terminal) 
da clatrina (Fig. 12.63a), o qual forma os nós que se pro- 
jetam para dentro da gaiola (Fig. 12.62a). Os sulcos entre 
as pás na face superior da hélice (Fig. 12.636) provavel- 
mente formam os sítios de ligação às PAs. 

A PAI é a proteína adaptadora mais comum existente 
nas vesículas recobertas que se originam na rede Golgi trans, 
enquanto sua homóloga PA2 predomina nas vesículas en- 
docíticas. Ambas são heterotetrâmeros: a PAI é constituída 
das subunidades 7 , [31 (—110 kDa cada), jjlI (—50 kDa) e aí 
(—17 kDa), enquanto as subunidades correspondentes da 
PA2 melhor caracterizadas são denominadas a, [32, \s2 e a2 
(Fig. 12.67). Microscopia eletrônica e estudos por raios X in- 
dicam que cada uma das subunidades maiores consiste em 
um tronco e em um apêndice, unidos por uma região de do- 
bradiça flexível e sensível à proteólise (Fig. 12.67). Na PA2, 
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FIGURA 12.67 Desenho esquemático do heterotetrâmero 

PA2. A PAI tem uma estrutura semelhante. (Com base em 
Pearse, B.M. Smith, C.J., and Owen, D J., Curr. Opin. Struct. 
Biol. 10, 223 [2000].) 

a região da dobradiça na (32 liga-se ao propulsor |3 da clatri- 
na, enquanto os domínios citoplasmãticos das proteínas-alvo 
ligam- se com mais frequência à sub unidade p2 por sequên- 
cias YXXc[> (em que (J) é um resíduo hidrofóbico volumoso), 
mas em alguns casos se ligam às subunidades a cr2 através das 
sequências [D/E]XXXL[L/I], as quais são conhecidas como 
motivos de dileucina. Isso explica por que a excisão proteolí- 
tica do domínio do apêndice da PA2 impede a montagem das 
coberturas de clatrina, embora o corpo possa ainda se ligar 
a membranas que possuam proteínas que contenham o sinal 
de internalização YXX<J>. Além disso, tanto PAI como PA2 
se ligam a PIP 2 e mutações em seus sítios de ligação a PIP 2 
impedem que elas se localizem em suas membranas- alvo. 

Os mamíferos possuem duas PAs heterotetr américas 
adicionais, PA3 e PA4, ambas com função no TGN. Além 
disso, a procura por homólogos das PA nos bancos de dados 
identificou uma família de adaptadores de clatrina monomé- 
ricos denominados GGAs ( Golgi-localized y-ear-containing 
ARF-binding proteins ou proteínas de ligação a ARF com 
orelha y localizadas no Golgi), cujo domínio C-terminal é 
homólogo ao domínio do apêndice ou “orelha” da sub uni- 
dade y da PAI (e subunidade a da PA2; Fig. 12.67). Estas 
diversas proteínas adaptadoras participam no transporte de 
suas proteínas-alvo entre diferentes pares de membranas de 
modo que as VRCs são entidades multifuncionais. 

3. Liberação: A Cisão da Vesícula é Mediada pela 

Dinamina. O brotamento de uma VRC a partir da 
membrana parece ser um processo impulsionado meca- 
nicamente pela formação da gaiola de clatrina. No en- 
tanto, a cisão do broto para originar a vesícula requer 
a participação da din a mina, uma GTPase com —870 re- 
síduos. A dinamina contém um domínio PH de ligação 
a PIP 2 , responsável pelo recrutamento da proteína para 
a membrana. Ao se ligar a GTP, a dinamina forma um 
oligômero helicoidal que se enrola firmemente em volta 
da base da vesícula em brotamento, estrangulando -a e 
transformando-a em um tubo fino (Fig. 12.68). A oligo- 
merização, j untamente com a presença de PIP 2 , estimula 
a dinamina a hidrolisar seu GTP (a dinamina também 



FIGURA 12.68 Micrografia eletrônica de uma vesícula re- 
vestida em brotamento. A vesícula foi incubada com GTPyS, 
análogo não hidrolisãvel de GTP (no qual o átomo de oxigênio 
terminal do grupo fosfato y do GTP foi substituído por S), 
e tratada com anticorpos antidinamina marcados com ouro 
( pontos pretos). Note que a dinamina circunda um tubo longo e 
estreito na base da vesícula que não se destacou da membrana. 
(Cortesia de Pietro De Camilli, Yale University School of Me- 
dicine, EUA.) 

possui um domínio GAP), causando o estiramento da 
hélice. Contudo, não é bem conhecido como esse proces- 
so promove a liberação da vesícula. 

4. Desencapsulamento: Reciclagem da Clatrina e das 
Proteínas Adaptadoras. Logo após a formação das VRCs, 
a clatrina é liberada na forma de trisquélios, o que a tor- 
na disponível para participar na formação de novas vesí- 
culas. Esse processo é mediado pela ATPase Hsc70, (de 
heat shock cognate) um homólogo da chaperona Hsp70 
com —650 resíduos (Seção 9.2C), que existe em todas as 
células eucarióticas e que, pela hidrólise do ATP, forma 
um complexo com a clatrina. A Hsc70 é recrutada para os 
sítios apropriados na treliça da clatrina pela cochaperona 
de —910 resíduos auxilina, a qual se liga a sítios específi- 
cos nas cadeias pesadas da clatrina. A auxilina possui um 
domínio J que induz a Hsc70 a hidrolisar seu ATP a ADP, 
causando assim sua ligação à treliça de clatrina e o conse- 
quente desmonte da mesma. A estrutura por crioeletromi- 
croscopia do “barril hexagonal” da clatrina em complexo 
com a Hsc70 e o fragmento contendo o domínio J da au- 
xilina a uma resolução de 28 À, determinada por Alasdair 
Steven, indica que a Hsc70 está localizada dentro de anéis 
difusos no interior dos anéis pentagonais e hexagonais da 
gaiola da clatrina (Fig. 12.69). Isto sugere que os trisqué- 
lios são arrancados da treliça de clatrina pela ação conjun- 
ta de seis moléculas de Hsc70. Isto deve ocorrer por uma 
rotação simples no sentido horário de um trisquélio con- 
forme está mostrado na Fig. 12.62a. Ao fazer novamente a 
troca do ADP por ATP, a Hsc70 libera os trisquélios. 

Após a liberação da clatrina das vesículas recém-forma- 
das, as PAs são também liberadas das vesículas. Este processo 
deve ser iniciado pela hidrólise do GTP ligado a ARF1 a GDP, 
o que liberaria ARF1 da membrana e, presumivelmente, da 
PA. Seja como for, os processos de recobrimento e de desen- 
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FIGURA 12.69 Imagem com base em crioeletromicroscopia de 
um barril hexagonal de clatrina em complexo com Hsc70 e um 
fragmento de auxilina contendo o domínio J, na resolução de 

28 A. A gaiola de clatrina está em dourado e a densidade ele- 
trônica atribuível à Hsc70 está em azul. A seta branca indica a 
posição na qual a Hsc70 se aproxima mais da treliça de clatrina. 
(Cortesia de Alasdair Steven, NIH, Bethesda, Maryland, EUA.) 


capsulamento das vesículas de clatrina devem ser estritamente 
regulados, uma vez que ambos ocorrem simultaneamente. 

Uma grande variedade de proteínas reguladoras e aces- 
sórias, cujas funções são, em grande parte, desconhecidas, 
também tem sido implicada na formação das VRCs. Além 
disso, muitas das proteínas descritas anteriormente existem 
em várias isoformas. Consequentemente, está claro que o en- 
tendimento desses processos está longe de ser completo. 


1. Preparação: A formação das vesículas recobertas por 
COPI inicia-se de forma idêntica às VRCs: ARF1 é recru- 
tado para a membrana pela troca do seu GDP por GTP, 
promovida por ARNO (Fig. 12.65, Etapa 1). A montagem 
das vesículas recobertas por COPII inicia-se de forma se- 
melhante, mas com proteínas diferentes: Sarl ( secretion - 
-associated and Ras-related protein-1 ou proteína-1 asso- 
ciada a Ras e a secreção) é a pequena GTPase da família 
ARF que catalisa esse processo, e a troca do GDP por 
GTP é mediada pela Secl2, uma GEF transmembrana. 

2. Montagem: ARF1 • GTP recruta estequiometricamente 
coatômeros intactos para formar as vesículas recobertas 
por COPI. A maioria das sete subunidades dos coatôme- 
ros de COPI tem equivalentes no sistema da clatrina e 
funciona da mesma forma: as subunidades |3, y, 5 e £ de 
COP correspondem, respectivamente, às subunidades p2, 
a, p.2 e tr2 da PA2 (Fig. 12.67), e as subunidades a e e de 
COP correspondem às cadeias pesada e leve da clatrina. 
Na formação da cobertura de COPII, a Sarl * GTP recruta 
o complexo TM Sec23/24 que, por sua vez, recruta as pro- 
teínas carga e Secl3/31, as quais formam a camada exter- 
na poliédrica da vesícula em brotamento (ver a seguir). 

3. Liberação: As vesículas recobertas tanto por COPI 
quanto por COPII brotam de forma espontânea das 
membranas de origem; nesse processo, aparentemente, 
não há necessidade de um análogo de dinamina como no 
caso das VRCs. 

4. Desencapsulamento: Como acontece com as VRCs, as 
vesículas recobertas por COPI e COPII perdem sua co- 
bertura logo após terem sido liberadas das membranas 
de onde se originaram. Esse processo parece ter início 
com a hidrólise dos GTPs ligados a ARF1 e a Sarl , en- 
fraquecendo, assim, a ligação de COPI e COPII às suas 
respectivas vesículas. A proteína ativadora de GTPase 
(GAP, de GTPase activating protein ) das vesículas COPI 
é uma proteína com 415 resíduos chamada ARF GAP e 
parece ser um componente da cobertura. Nas vesículas 
recobertas por COPII, Sec23 é a GAP para Sarl. 


e. A montagem das vesículas recobertas por COPI e COPII f. Os componentes de COPII e das gaiolas de clatrina são 
lembra a das vesículas recobertas por clatrina similares em estrutura, mas funcionalmente diferentes 

O processo de montagem das vesículas recobertas por COPI Os estudos de crioeletromicroscopia do componente 
e COPII, elucidado em grande parte por Randy Schekman, Secl3/31 de COPII feitos por Bridget Carragher e William 

lembra a formação das VRCs: Balch revelam que este heterodímero forma, in vitro, uma 



FIGURA 12.70 Estrutura por crioeletromicroscopia da gaiola Secl3/31 COPII humana na resolução de 30 À. As vistas são ao 
longo do eixo de ordem 2 da gaiola cubo-octaédrica (d esquerda), do eixo de ordem 3 (no centro) e seu eixo de ordem 4 (d direita ). 
As superfícies dos elementos da gaiola estão coloridos de acordo com sua distância do centro da gaiola sendo em azul a mais pró- 

O 

xima e em amarelo a mais distante. A barra da escala tem 500 A de comprimento. (Cortesia de Bridget Carragher e William Balch, 
The Scripps Research Institute, La Jolla, Califórnia, EUA.) 
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gaiola cubo-octaédrica com 600 Â de diâmetro (Fig. 12.70). 
Um cubo-octaedro apresenta a simetria de um cubo (Seção 
8.5B) e possui 24 bordas com comprimentos iguais; 12 vérti- 
ces, cada um deles formado pela interseção de quatro bor- 
das (em contraste com as gaiolas de clatrina cujos vértices 
são formados pela interseção de três bordas; Fig. 12.62c); e 
14 faces, 8 das quais são triângulos equiláteros e 6 são qua- 
drados. As vesículas de COPII in vivo têm, com frequência, 
diâmetros maiores do que 600 Á. No entanto, são conhecidos 
vários poliedros maiores cujos vértices são formados pela in- 
terseção de quatro bordas de comprimentos iguais. 

Embora o complexo Secl3/31 completo não tenha sido 
cristalizado, sua proteólise limitada produziu duas estruturas 
radiográficas determinadas por Jonathan Goldberg: 

1. A Secl3 com 297 resíduos forma um complexo com os 
resíduos de 1 a 411 da Sec31 que tem 1297 resíduos (Fig. 
12.71a). A Secl3 forma um propulsor p com seis lâminas 
e o fragmento da Sec31 forma um propulsor p com sete 
lâminas com o seu segmento C-terminal contribuindo 
com a sétima lâmina do propulsor de Secl3. Cada lâmina 


desses propulsores consiste em uma repetição de WD40, 
como as lâminas do propulsor p da clatrina. 

2. O elemento da borda da Secl3/31 (Fig. 12.716), é um he- 
terotetrâmero com simetria de ordem dois que contém 
a Secl3 inteira formando um complexo com os resíduos 
370 a 763 de Sec31. Como na estrutura anterior, a Secl3 
forma seis lâminas do propulsor p enquanto a sétima lâ- 
mina é formada pelo segmento N-terminal do fragmen- 
to de Sec31, O restante do fragmento de Sec31 consiste 
em um solenoide a com sua extremidade N-terminal 
dobrada para trás sobre si mesmo e sua extremidade 
C-terminal se sobrepondo à extremidade C-terminal de 
outro fragmento de Sec31 formando um dímero entrela- 
çado. Assim, a porção central do complexo consiste em 
uma dupla camada de solenoides a. 

Dado que o mesmo segmento de Sec31 passa pela Secl3 em 
ambos os complexos e suas subunidades são sobreponíveis, 
sugere-se fortemente que o complexo Secl3/31 contenha a 
unidade de montagem mostrada na Fig. 12.71c. Esta unidade 
é ancorada na estrutura determinada por crioeletromicros- 




propulsor p propulsor p solenoide a solenoide a propulsor p propulsor p 

(c) 


FIGURA 12.71 Estrutura por raios X de partes do complexo Secl3/31 de levedura, (a) O elemento do vértice Secl3/31, que consis- 
te em Secl3 (em cor de laranja ), em complexo com os resíduos 1 a 411 da Sec31 (em verde). O complexo forma dois propulsores com 
sete pás cada, sendo que uma pá do propulsor Secl3 é proporcionada pela porção C-terminal do fragmento de Sec31. (6)0 elemen- 
to Secl3/31 da aresta, que é um heterotetrâmero composto por duas moléculas de Secl3 (em vermelho e cor de laranja) e os resíduos 
de 370 a 763 de Sec31 (em verde-claro e escuro). O complexo é visto ao longo do seu eixo de ordem 2 e orientado como na Parte a. 
Aqui a Secl3 forma propulsores como na Parte a e o fragmento de Sec31 forma um solenoide com duas camadas e com 215 A de 
comprimento, (c) Modelo molecular da unidade de montagem Secl3/31 desenhado como diagrama de superfície, colorido e orienta- 
do como nas Partes a eh. (Cortesia de Jonathan Goldberg, Memorial Sloan-Kettering Câncer Center, New York, New York, EUA. 
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FIGURA 12.72 Modelo molecular da gaiola COPII vista 
aproximadamente ao longo de seu eixo de ordem 3. Suas 48 
subunidades de Secl3/31 estão desenhadas na forma de verme 
e coloridas como na Fig. 12.71. Quatro propulsores [3 de Sec31 
se associam para formar os vértices da gaiola cubo-octaédrica e 
as porções remanescentes das unidades de montagem Secl3/31 

heterotetraméricas formam suas arestas. O diâmetro interno da 

□ 

gaiola é de ~520 A. (Cortesia de Jonathan Goldberg, Memorial 
Sloan-Kettering Câncer Center, New York, EUA.) 

copia da gaiola Secl3/31 (Fig. 12.70) para gerar o modelo da 
gaiola de COPII desenhada na Fig. 12.72. 

É instrutivo considerar as diferenças e as similaridades 
entre a gaiola de COPII e a de clatrina. Ambas consistem 
em propulsores (3 com sete lâminas e solenoides a. Nas gaio- 
las de COPII, todos esses motivos participam na formação 
de suas bordas com a associação de quatro propulsores |3 
de Sec31 para a formação de cada um de seus vértices. Em 
contraste, as gaiolas de clatrina são construídas totalmente 
a partir de seus segmentos de solenoide a sendo que três 
deles se associam para formar cada um de seus vértices, com 
seus motivos de propulsor p localizados no interior da gaio- 
la onde interagem com proteínas adaptadoras. Além disso, 
cada uma das bordas das gaiolas de COPII, com —40 Â de 
diâmetro, consistem em uma camada dupla de solenoides a, 
enquanto cada uma das bordas das gaiolas de clatrina, com 
—120 À de diâmetro, consistem na interdigitação de segmen- 
tos de solenoides a de quatro trisquélios. Evidentemente, a 
evolução modelou os componentes similares destas gaiolas 
para desempenhar diferentes funções. A análise de sequên- 
cia das proteínas da capa de COPI identificou motivos de 
propulsor p e de solenoide a, o que sugere que as vesícu- 
las recobertas por clatrina, COPI e COPII se originaram do 
mesmo proto-coatâmero. 

O segmento C-terminal da Sec31, que não está presente 
nas estruturas por raios X anteriores, contém um segmento 
aparentemente não estruturado rico em prolinas (20% dos 
resíduos 770 a 1110 são Pro) que tem sido implicado na liga- 
ção ao complexo Sarl-Sec23/24 (o qual inicia o brotamento 


da vesícula por se ligar a regiões citoplasmáticas de proteí- 
nas carga TM). Com base na estrutura por raios X do com- 
plexo Sarl-Sec23/24 e no fato que a gaiola cubo-octaédrica 
Secl3/31 possui 48 sítios de ligação para esse complexo, pare- 
ce que o complexo Sarl-Sec23/24 formaria uma camada com 
50 A de espessura abaixo da superfície da gaiola de COPII. 
De fato, os estudos por crioeletromicroscopia das vesícu- 
las de COPII montadas a partir dos complexos Secl3/31 e 
Sec23/24 revelam que os complexos Sec23/24 formam uma 
gaiola concêntrica no interior da gaiola Secl3/31. 

g. As proteínas são orientadas para o lisossomo por 
marcadores glicídicos de reconhecimento 

De que maneira as proteínas são selecionadas no RE para 
serem transportadas para o Golgi e daí para suas respectivas 
membranas? Uma pista para a natureza do processo provém 
de um defeito humano hereditário conhecido como doença 
celular I (também chamada mucolipidose II) que, nos homo- 
zigotos, é caracterizada por um progressivo e grave retardo 
psicomotor, deformações esqueléticas e morte aos 10 anos. 
Os lisossomos do tecido conectivo das vítimas dessa doença 
apresentam grandes inclusões de glicosaminoglicanos e gli- 
colipídeos (daí o nome da doença), resultantes da ausência 
de várias hidrolases lisossômicas. Essas enzimas são sinteti- 
zadas no RER com a sequência correta de amino ácidos, mas, 
ao invés de serem enviadas aos lisossomos, são secretadas 
para o meio extracelular. Isso ocorre devido à ausência do 
marcador de reconhecimento, manose-6-fosfato, na porção 
glicídica dessas hidrolases, pois uma enzima responsável 
pela fosforilação da manose não consegue reconhecer essas 
proteínas lisossômicas. Os resíduos de manose-6-fosfato são, 
normalmente, ligados por um receptor nas vesículas recober- 
tas que transportam as hidrolases lisossômicas do aparelho 
de Golgi para os lisossomos (Seção 23.3BJ). Outras glicopro- 
teínas são orientadas para seus destinos intracelulares por 
marcadores glicídicos semelhantes. 

h. As proteínas residentes do RE possuem a sequência 
C-terminal KDEL 

Em mamíferos, a maioria das proteínas solúveis residen- 
tes do RE possui sequências C-terminais KDEL (HDEL 
em levedura), KKXX ou KXKXXX (em que X representa 
qualquer resíduo de aminoácido), cuja alteração resulta na 
secreção da proteína. De que maneira essas proteínas são 
retidas seletivamente no RE? Uma vez que muitas proteí- 
nas residentes difundem-se Üvremente dentro do RE, parece 
improvável que elas sejam imobilizadas por receptores de 
membrana dentro da organela. Tem sido demonstrado que 
as proteínas residentes do RE, assim como as lisossômicas 
e as de secreção, deixam o RE em vesículas recobertas por 
COPII, mas as primeiras são resgatadas prontamente do 
Golgi e retornam ao RE em vesículas recobertas por COPI. 
Na verdade, os coatômeros ligam-se aos resíduos de lisina no 
motivo C-terminal KKXX de proteínas TM, o que provavel- 
mente permite que essas proteínas sej am acumuladas dentro 
das vesículas recobertas por COPI. Além disso, a anexação 
genética da sequência KDEL à protease lisossômica catep- 
sina D faz a proteína se acumular no RE, mas ainda assim 
ela recebe um grupo A-acetilglicosaminil- 1-fosf ato , uma mo- 
dificação que é realizada em um compartimento inicial do 
Golgi. Presume-se que um receptor de membrana em um 
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compartimento pós-RE se ligue ao sinal KDEL e o comple- 
xo resultante retome ao RE em uma vesícula recoberta por 
COPI. Os receptores KDEL foram, na verdade, identifica- 
dos em levedura e em humanos. Contudo, observações de 
que proteínas contendo KDEL e que tiveram essa sequência 
removida são mesmo assim secretadas lentamente sugerem 
que devam existir mecanismos de retenção dessas proteínas 
no RE pela retenção ativa das mesmas a partir do fluxo prin- 
cipal de proteínas da rota de secreção. 

D. Fusão das vesículas 

As vesículas que percorrem pequenas distâncias (< 1 n.m) 
entre as membranas originais e as membranas-alvo (p. 
ex., entre cisternas de Golgi vizinhas) o fazem por difusão 
simples, um processo que demora de um a vários minutos. 
Contudo, as vesículas que precisam percorrer grandes distân- 
cias (p. ex., da rede Golgi trans para a membrana plasmática) 
são transportadas ativamente ao longo dos microtúbulos do 
citoesqueleto (Seção 1.2A) pelas proteínas motoras dineína 
e dnesina, que se deslocam unidirecionalmente ao longo dos 
“trilhos” dos microtúbulos, em um processo dependente de 
ATP (Seção 35.3H). 

a. A fusão das vesículas é estudada mais facilmente nas 
leveduras e nas sinapses 

Ao encontrar a membrana- alvo, a vesícula funde-se com ela, 
liberando assim seu conteúdo no lado oposto (Fig. 12.60). 
Como as vesículas se fundem e por que se fundem somen- 
te com suas membranas-alvo e não com outras membranas? 
Para responder a essas questões, têm sido usadas duas abor- 
dagens experimentais, a análise genética do processo em le- 
veduras e a análise bioquímica das sinapses, que são as jun- 
ções entre neurônios (células nervosas) e entre neurônios e 
músculos (Fig. 12.73). 

Quando o impulso nervoso na célula pré-sináptica alcan- 
ça a sinapse, ele desencadeia a fusão das vesículas sinápticas 
contendo neurotransmissor com a membrana pré-sináptica 
(uma região especializada da membrana plasmática do neu- 
rônio), liberando o neurotransmissor (uma molécula peque- 
na) na fenda sináptica com 200 Á de largura (o processo pelo 
qual as vesículas se fundem com a membrana plasmática e 
liberam seu conteúdo para fora da célula é chamado exoci- 
tose). O neurotransmissor difunde-se rapidamente através 
da fenda sináptica para a membrana pós-sináptica, onde se 
liga a receptores específicos, que desencadeiam então a con- 
tinuação da transmissão do impulso nervoso na célula pós-si- 
náptica (Seção 20.5C) . A homogeneização do tecido nervoso 
provoca o rompimento dos terminais pré-sinápticos e suas 
membranas são seladas novamente, formando os sinaptosso- 
mos, que podem ser isolados por centrifugação em gradiente 
de densidade para posterior estudo. 

b. A fusão das vesículas requer a atividade coordenada de 
muitas proteínas 

As membranas biológicas não se fundem de forma espontâ- 
nea. Na verdade, por serem carregadas negativamente, elas 
se repelem fortemente em distâncias curtas. Essas forças de 
repulsão devem ser superadas para que as membranas pos- 
sam se fundir. É apenas o começo da compreensão de como 
acontece esse complicado processo, como será visto a seguir. 



(b) 



FIGURA 12.73 Transmissão dos impulsos nervosos através 
da fenda sináptica. (a) Micrografia eletrônica de uma junção 
neuromuscular de rã na qual as vesículas sinápticas estão 
realizando exocitose (flechas ) na membrana pré-sináptica 
(topo). (Cortesia de John Heuser, Washington University 
School of Medicine, St. Louis, Missouri, EUA.) (b) O neuro- 
transmissor, liberado na fenda sináptica, difunde-se rapida- 
mente (em menos de 1 ms) para a membrana pós-sináptica, 
onde se liga aos receptores TM, desencadeando um novo 
impulso nervoso. 


Os estudos sobre o mecanismo de fusão de vesículas fo- 
ram iniciados por Rothman, que demonstrou que o processo 
é bloqueado por baixas concentrações de JV-etilmaleimida 
(NEM), um agente alquilante de cisteína, 



iV-etilmaleimida (NEM) 





Cys 



NH 
CH 2 — CH 
C = 0 



Bioquímica 441 


indicando a presença de uma proteína de fusão sensível a 
NEM (NSF, de NEM-sensitive fusion). A NSF é uma ATPase 
citosólica que só se liga à membrana na presença de uma pro- 
teína solúvel de ligação a NSF (SNAP, de soluble NSF atta- 
chment protein) . As SNAPs ligam-se à membrana na ausência 
de NSF, demonstrando que se ligam antes da ligação desta 
proteína. As SNAPs unem-se a membranas tratadas com ál- 
cali, o que indica que os receptores de SNAP (SNAREs, de 
SNAP receptors) são proteínas integrais ou ligadas a lipídeos. 

Três proteínas participam de todas as reações de fusão 
de vesículas: 

1. Proteínas Rab, são pequenas GTPases (20 a 29 kDa) da 
superfamília Ras que têm um papel central no direciona- 
mento do transporte da vesícula. As células expressam 
numerosas isoformas de Rab, sendo 11 em levedura e 63 
em células humanas, cada uma localizada em comparti- 
mentos membranosos específicos. As proteínas Rab têm 
dois resíduos de Cys em tandem nas suas extremidades 
C-terminais, e ambos são geranilger anilados (Seção 
12.3Ba). Uma proteína solúvel denominada inibidor da 
dissociação de GDP (GDI) se liga à Rab ■ GDP e mas- 
cara seus grupos gerenilgeranil, mantendo-a assim no ci- 
toplasma. Contudo, quando a Rab • GDP interage com a 
cognata Rab-GEF na superfície da vesícula-alvo, os gru- 
pos geranilgeranil da Rab • GTP resultante são revelados 
e inseridos na membrana da vesícula-bem semelhante ao 
ancoramento da ARF1-GTP à membrana do Golgi (Fig. 
12.65). A Rab • GTP se liga então às proteínas em forma 
de bastão que emanam da membrana da vesícula-alvo 
conhecidos como fatores de amarração e forma uma as- 
sociação relativamente frouxa entre as duas membranas. 
Após a fusão da vesícula a Rab hidrolisa seu GTP a GDP 
em um processo induzido por uma Rab-GAP específica 
e, a Rab • GDP é removida da membrana pelo GDI reci- 
clando, desta forma, o sistema. As proteínas Rab também 
estão envolvidas no início da etapa de fusão real da mem- 
brana (ver a seguir) assim como nas interações das vesí- 
culas com os componentes do citoesqueleto que atuam 
no transporte de vesículas para seus destinos corretos. 

2. As SNAREs, formam combinações com proteínas as- 
sociadas à membrana conhecidas como R-SNAREs e 
Q-SNAREs (porque possuem resíduos conservados de 
arginina e glutamina em seus domínios citoplasmáticos. 
Originalmente, essas proteínas foram denominadas, res- 
pectivamente, v- SNAREs e t-SNAREs, porque eram 
associadas principalmente com as vesículas e com as 
membranas-alvo). As SNAREs melhor caracterizadas 
são as que atuam nas sinapses neuronais: a sinaptobre- 
vina (também chamada VAMP, de vesicle associated 
membrane protein, ou proteína de membrana associada 
à vesícula) é uma R-SNARE, enquanto a sintaxina e a 
SNAP-25 (de synaptosome associated protein of25 kDa, 
ou proteína de 25 kDa associada aos sinaptossomos) são 
Q-SNAREs. As R-SNAREs e as Q-SNAREs associam- 
se para unir firmemente a vesícula à sua membrana-alvo 
anteriormente frouxamente amarrada, em um processo 
chamado “ancoramento”. Os complexos ancorados, des- 
critos a seguir, serão desagregados pela NSF em associa- 
ção com a proteína SNAP (note que a SNAP-25 não é 
uma proteína SNAP; por uma curiosa coincidência, elas 


foram caracterizadas independentemente e receberam a 
mesma denominação antes de se perceber que estavam 
funcionalmente associadas). 

3. As proteínas SM (assim chamadas porque as de levedura 
são denominadas Secl, e as de mamíferos, MunclS) , se li- 
gam à sintaxina, nas sinapses, para impedir que a sinapto- 
brevina e a SNAP-25 se liguem a ela. Estudos de mutações 
indicam que essas proteínas hidrofílicas e de massa de 65 a 
70 kDa são essenciais para a fusão de vesículas. 

c. As SNAREs formam um feixe estável de quatro hélices 
A R-SNARE sinaptobrevina e as Q-SNAREs sintaxina e 
SNAP-25 formam um complexo altamente estável, sendo 
necessário fervê-las em solução de SDS para dissociá-las. 
A sinaptobrevina e a sintaxina possuem uma hélice TM 
C-terminal, e a SNAP-25 está ancorada na membrana via 
grupos palmitoil ligados aos resíduos de cisteína na região 
central da proteína. A estrutura por raios X das porções que 
se associam neste complexo (Fig. 12.74a), determinada por 
Reinhard Jahn e Axel Brünger, mostra um feixe de 4 héli- 



FIGURA 12.74 Estrutura por raios X do complexo central da 
smtaxinü-sinaptobrevina-SNAP-25. {a) O diagrama de fitas 
mostra a hélice da sintaxina (Sx) em vermelho, a hélice da sinap- 
tobrevina (Sv) em azul, e as hélices N- e C-terminais da SNAP-25 
(Snl e Sn2) em verde, (b) Modelo do complexo de fusão sináptica 
unindo duas membranas {cinza). As hélices do complexo central 
estão representadas com as mesmas cores da Parte a. Os segmen- 
tos C-terminais TM da sintaxina e da sinaptobrevina estão repre- 
sentados em forma de hélices ( verde-claro ). A alça que conecta as 
hélices N- e C-terminais da SNAP-25 está representada, especu- 
lativamente, de forma não organizada {marrom). Lembre-se que 
esta alça está ancorada na membrana por meio de grupos palmi- 
toil ligados a cisteínas ( não mostrado). As flechas indicam os sítios 
de hidrólise para as várias neurotoxinas clostrídicas. (Cortesia de 
Axel Brünger, Yale University, EUA. PDBid 1SFC.) 
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ces a paralelas, de 65 resíduos, sendo que duas das hélices 
são formadas pelos segmentos C- e N -terminais da SNAP-25. 
Uma vez que a sinaptobrevina está ancorada na membrana 
da vesícula e a sintaxina e a SNAP-25 estão, ambas, ancora- 
das na membrana-alvo, este assim chamado complexo central 
mantém as duas membranas firmemente unidas (Fig. 12.745). 

As quatro hélices do complexo central enrolam-se uma 
ao redor da outra com uma leve torção à esquerda. Em geral 
a sequência de cada hélice possui as repetições esperadas de 
7 resíduos (a-b-c-d-e-f-g) n , sendo os resíduos az d hidrofóbi- 
cos (Seção 8.2A; note que essa propriedade é característica 
dos feixes de 3 e 4 hélices, assim como das espirais enrola- 
das), Contudo, a camada central de cadeias laterais ao longo 
do comprimento do feixe de 4 hélices consiste em um resíduo 
de arginina da sinaptobrevina unido por ligação de hidrogê- 
nio a três cadeias laterais de glutaminas, uma da sintaxina e 
uma de cada uma das hélices da SNAP-25. Esses resíduos 
polares altamente conservados são isolados do meio aquoso, 
de forma que suas interações são incrementadas pela baixa 
constante dieléírica do seu meio. Portanto, parece que essas 
interações servem para colocar as hélices na ordem correta. 

Uma vez que as células possuem um grande número de 
R-SNAREs e Q-SNAREs diferentes (25 nas leveduras e 36 
nos humanos), parece provável que suas interações sejam, 
pelo menos parcialmente, responsáveis pela especificidade 
exibida pelas vesículas em fundir com suas membranas- alvo. 
Rothman mostrou ser de fato esse o caso ao determinar, in 
vitro, a velocidade de fusão de lipossomos contendo dife- 
rentes SNAREs. Ao testar todas as R-SNAREs do genoma 
da levedura contra Q-SNAREs localizadas nas membranas 
do Golgi, vacúolos e membrana plasmática da levedura, ele 
descobriu que a fusão dos lipossomos só ocorre quando as 
combinações de R-SNAREs e Q-SNAREs correspondem 
àquelas que medeiam o fluxo de membranas in vivo. Todavia, 
parece provável que a especificidade da fusão das vesículas 
in vivo seja aumentada por outros mecanismos, tais como a 
localização de R-SNAREs e Q-SNAREs com afinidade por 
regiões específicas na célula e pela ação de proteínas regula- 
doras, incluindo as proteínas Rab, conforme foi mencionado 
anteriormente e será discutido mais adiante. 

d. As toxinas do tétano e do botulismo hidrolisam SNAREs 
O tétano (que resulta da contaminação de ferimentos) e o 
botulismo (um tipo de envenenamento alimentar), duas 
doenças infecciosas frequentemente fatais, são causados por 
determinadas bactérias anaeróbias do gênero Clostridium. 
Essas bactérias produzem neurotoxinas extremamente po- 
tentes que inibem a liberação de neurotransmissores nas si- 
napses. Na verdade, as toxinas botulínicas são as toxinas mais 
potentes conhecidas, sendo —10 milhões de vezes mais tóxi- 
cas que o cianeto (uma dose de 10~ 10 g * kg 1 é suficiente para 
matar um camundongo). 

Existem sete tipos de neurotoxinas botulínicas sorolo- 
gicamente distintas, designadas BoNT/A até BoNT/G, e um 
tipo de neurotoxina tetânica, TeTx. Cada uma dessas pro- 
teínas homólogas é sintetizada como uma única cadeia po- 
lipeptídica com —150 kDa, que é hidrolisada por proteases 
do hospedeiro, gerando uma cadeia L com —50 kDa que 
permanece unida por uma ligação dissulfeto à cadeia H de 
—100 kDa (Fig. 12.75). A cadeia H liga-se a tipos específicos 
de neurônios (via gangliosídeos e receptores proteicos) , f a- 



s 


c 


N 


Ativação proteolftica 


S S 



Cadeia L Cadeia H 


FIGURA 12.75 Modelo das neurotoxinas dostrídicas e sua 
ativação por proteases do hospedeiro. A ponte dissulfeto que 
une o segmento L ao H é rompida após a captação da neuroto- 
xina pelo neurônio-alvo. 

cilitando a captação, por endocitose, da cadeia L. As cadeias 
L são proteases, e cada uma hidrolisa sua SNARE-alvo em 
um sítio específico (Fig. 12.745). Isso impede a formação do 
complexo central, interrompendo a exocitose das vesículas 
sinápticas. A cadeia H da TeTx liga-se especificamente aos 
neurônios inibitórios (que atuam na moderação dos impul- 
sos nervosos excitatórios) , sendo responsável pela paralisia 
espástica característica do tétano. A cadeia H das BoNTs 
liga-se aos neurônios motores (que enervam os músculos), 
causando a paralisia flácida característica do botulismo. 

A administração de quantidades cuidadosamente contro- 
ladas da toxina botulínica (nome comercial Botox) é útil na 
medicina para aliviar os sintomas de determinados tipos de es- 
pasmos musculares crônicos. Além disso, essa toxina é usada 
como cosmético: injeções intradérmicas causam relaxamento 
de pequenos músculos que formam as rugas, fazendo com que 
essas rugas desapareçam por aproximadamente 3 meses. 

e. A fusão das bicamadas é induzida mecanicamente 
A associação das Q-SNAREs de uma vesícula com as 
R-SNAREs de sua membrana-alvo coloca as duas bicamadas 
em grande proximidade, gerando o assim chamado comple- 
xo írans-SNARE. Todavia, o que induz a fusão das bicama- 
das justapostas? A resposta, que está esquematizada na Fig, 
12.76, é que as forças mecânicas que surgem pela formação 
de um anel de vários (estimados em 5 a 10) complexos trans- 
-SNARE unem as bicamadas opostas. Isto expele os lipídeos 
que fazem o contato entre elas de forma a unir suas camadas 
externas, um processo conhecido como hentifusão. Na verda- 
de, estima-se que a pressão (força/área) dentro do anel dos 
complexos írans-SNARE seja de 100 a 1.000 atm. Na estru- 
tura transiente resultante não foi ainda detectado nenhum 
contato aquoso entre os dois sistemas de membranas. No en- 
tanto, à medida que o processo de fusão acontece (as trans- 
-SN ARE continuam se fechando, as duas camadas internas 
das membranas agora parcialmente unidas se aproximam 
para formar uma nova bicamada, cujos componentes lipídicos 
são, de modo similar, expelidos para a geração de um poro 
de fusão. Este se expande rapidamente, unindo totalmente 
as duas membranas assim como seus conteúdos. Assim, a 
fusão da vesícula é conduzida pelo dobramento das proteí- 
nas que formam os complexos írans-SNARE. Conforme foi 
discutido acima, os lipossomos contendo os equivalentes às 
Q-SNAREs e às R-SNAREs fundem-se espontaneamente. 
No entanto, esse processo demora 30 a 40 minutos para ocor- 
rer in vitro, enquanto a fusão in vivo de uma vesícula sinápti- 
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2. Hemifusão: À medida que a 
ancoragem acontece, a curvatura 
aumentada e a tensão lateral 
induzem a fusão das lâminas 
das bicamadas que estão 
próximas, expondo assim 
o interior da bícamada. 


1. Fechamento: À medida 
que as vesículas se aproximam 
de sua membrana-alvo, 
as SNAREs começam a se 
reunir (ancorar) a partir de 
suas extremidades N-termínais, 
o que atrai as duas membranas 
em direção uma da outra 
formando complexos trans-SNARE 


3. As duas lâminas da bicamada que 
estavam originalmente mais distantes 
se aproximam e formam uma 
bicamada nova. 



5. Quando a membrana fusionada 4. Formação do poro de fusão: A continuação da 

relaxa o poro de fusão se expande tensão lateral induzida pelas SNAREs faz a membrana 

gerando complexos c/s-SNARE. se romper, resultando na formação de um poro de fusão. 

FIGURA 12.76 Modelo de fusão de vesículas mediada pelas SNAREs. Aqui a R-SNARE e a Q-SNARE estão representadas 
esquematicamente por estruturas em forma de vermes vermelhos e azuis. (De um desenho feito por Chen,Y.A e Scheller, R.H., Na- 
íure Rev. Mol. Cell Biol. 2, 98 (2001).) 


ca com a membrana pré-sináptica, por exemplo, demora me- 
nos de 0,3 ms (Seção 20.5C). Isso sugere que outras proteínas 
como as proteínas Rab e/ou seus efetores (proteínas com as 
quais elas interagem) participam na mediação do processo de 
fusão da bicamada. 


f. A estrutura do complexo nSecl-sintaxina sugere uma 
função para a proteína Rab 

A proteína neuronal SM, chamada nSecl, liga-se à sintaxina 
com alta afinidade, formando um complexo que é mutua- 
mente exclusivo à formação do complexo sintaxina-sinapto- 
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FIGURA 12.77 Estrutura por raios X do complexo entre nSecl e sintaxina. (a) Diagrama em fita da sintaxina, com o feixe N- 
-terminal de 3 hélices (Habc) em vermelho e a porção citoplasmática, sua hélice C-terminal (H3, ou seja, o segmento que forma 
um componente do complexo central), em púrpura. ( b ) Diagrama de fita de nSecl com seus três domínios em cores diferentes, (c) 
O complexo nSecl -sintaxina, apresentado com as mesmas cores das Partes a eb, visto com o nSecl em uma rotação de 90° sobre o 
eixo vertical com relação à Parte b. (Cortesia de William Weis, Stanford University School of Medicine, EUA. PDBid 1DN1.) 




444 Donald Voet / Judith G. Voet 


brevina-SNAP-25. A estrutura por raios X da nSecl em com- 
plexo com o domínio citoplasmático da sintaxina (Fig. 12.77) , 
determinada por William Weis, revela que esse segmento de 
288 resíduos forma um feixe de quatro hélices N-terminais em 
ziguezague. A hélice C-terminal (sem a porção TM) mostra 
uma dobra e uma conformação inclinada um tanto irregular, 
diferente daquela mostrada na Fig. 12.74 para o complexo 
central. Em contraste, o feixe de 3 hélices N-terminais rema- 
nescente está bastante sobreposto na estrutura por RM desse 
segmento. A proteína nSecl com 594 resíduos é uma molécula 
em forma de arco que liga a sintaxina, em particular a hélice 
C-terminal, na fenda do arco (Fig. 12.77c). 

A formação do complexo sintaxina-sinaptobrevina- 
-SNAP-25, que medeia a fusão das vesículas, requer a disso- 
ciação do complexo nSecl-sintaxina e a liberação da hélice 
C-terminal do feixe de 3 hélices N-terminais da sintaxina. 
Estudos mutacionais indicam que a proteína Rab e/ou seus efe- 
tores medeiam esse processo. Em função disso, tem sido pro- 
posto que a ligação da Rab, e/ou de seus efetores, ao complexo 
nSecl -sintaxina altera a conformação da nSecl, o que, por sua 
vez, induz a liberação da hélice C-terminal do feixe de 3 héli- 
ces N-terminais, permitindo a formação do complexo SNARE. 
Portanto a Rab controla a disponibilidade da sintaxina. 

g. A NSF medeia a desmontagem do complexo central 
O complexo SNARE nas membranas fundidas, conhecido 
como complexo m-SNARE, deve ser dissociado para que 
as suas proteínas participem de um novo ciclo de fusão de 
vesículas. Esse processo é mediado pela NSF, uma proteína 
citosólica dependente de ATP que se liga às SNAREs (re- 
ceptores das SNAPs) pela intermediação das proteínas adap- 
tadoras chamadas SNAPs (de soluble NSF attachment pro- 
teins , ou proteínas de ligação à NSF solúvel). Embora tenha 
sido proposto inicialmente que a desmontagem, mediada por 
NSF, do complexo ds-SNARE de alguma forma conduz di- 
retamente à fusão das membranas, atualmente está claro que 
a NSF atua na reciclagem das SNAREs após a participação 
destas no processo de fusão, isto é, a NSF atua como uma 
chaperona molecular dependente de ATP. Contudo, uma 
vez que os complexos /rans-SNARE se formam espontanea- 
mente, a fusão de membranas é mediada indiretamente pela 
hidrólise de ATP mediada pela NSF. 

A NSF é um hexâmero com subunidades idênticas de 752 
resíduos. A análise da sequência e estudos de proteólise limi- 
tada indicam que cada subunidade consta de três domínios: 

1. Um domínio N-terminal chamado N-domínio (resíduos 
1 a 205), que medeia as interações com as SNAPs e as 
SNAREs. 

2. Um domínio Dl (resíduos 206 a 487) que liga ATP e ca- 
talisa sua hidrólise, em um processo que leva à desmon- 
tagem do complexo ds-SNARE. 

3. Um domínio C-terminal D2 (resíduos 488 a 752), homó- 
logo ao Dl. Esse domínio liga ATP com muito mais afi- 
nidade do que o Dl, mas o hidrolisa muito lentamente, 
quando o faz. D2 • ATP faz a mediação da formação do 
hexâmero da NSF, necessário para sua atividade. 

A estrutura por raios X do domínio D2 da NSF foi 
determinada independentemente por Weis e por Jahn e 
Brünger. Suas subunidades cuneiformes associam-se para 



FIGURA 12.78 Estrutura por raios X do hexâmero NSF D2 
visto a partir de sua extremidade N-terminal longitudinalmente 
ao seu eixo hexagonal. Cada uma das subunidades está repre- 
sentada em cores diferentes. Os ATPs estão desenhados na 
forma de esferas e bastões. (Cortesia de Axel Brünger, Y ale 
Uníversity, EUA. PDBid 1NSF.) 

formar um hexâmero em forma de disco com 1 16 À de diâ- 
metro e 40 À de altura, com um poro central de —18 Ã de 
diâmetro (Fig. 12.78). O ATP liga-se próximo à interface 
entre duas subunidades, supostamente auxiliando na esta- 
bilização da associação. 

Nas micrografias eletrônicas realizadas por Jahn e John 
Heuser, a NSF intacta, na presença de ATP, tem o aspecto de 
um anel hexagonal de —120 À de diâmetro, com uma aber- 

O 

tura central de 30 a 50 A quando vista de cima (Fig. 12.79a), 
e a forma de um retângulo de 120 À por 150 À quando vista 
de lado (Fig. 12.796). O comprimento do retângulo é duas 
vezes a altura do disco D2, sugerindo que Dl forma um dis- 
co hexagonal tipo D2 que se empilha sobre D2. Na presença 
de ADP, a aparência de NSF é a mesma, sugerindo que o 
ATP é rapidamente hidrolisado a ADP por Dl. No entan- 
to, na presença do análogo não hidrolisável de ATP, ATPyS 
(no qual o átomo de oxigênio terminal do grupo fosfato y 
do ATP é substituído por um enxofre), a NSF apresenta seis 
pés globulares firmemente compactados ao redor de um anel 
hexagonal um pouco menor (Fig. 12.79c). Uma vez que só os 
anéis hexagonais são vistos quando a montagem de D1-D2 é 
feita na presença de ATPyS, os glóbulos devem ser os domí- 
nios N. Evidentemente, esses domínios são firmemente man- 
tidos ao redor do disco central formado pelos hexâmeros Dl 
e D2 empilhados quando Dl se liga ao ADP, sendo liberados 
quando Dl se liga ao ATP. 

O mecanismo pelo qual a NSF desmonta o complexo 
ds-SNARE é muito pouco conhecido. O complexo central 
SNARE em forma de bastão (Fig. 12.74a), com 20 a 25 À de 
diâmetro, é largo demais para encaixar no interior do poro 
central do hexâmero D2, que tem 18 Á de diâmetro (e prova- 
velmente também do hexâmero Dl que tem a mesma forma), 
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FIGURA 12.79 Micrografia eletrônica por criofratura dos 
hexâmeros de NSF. (a) Vista superior e (b ) vista lateral na 
presença de ATP. (c) Vista superior na presença de ATPyS. 
(Cortesia de John Heuser, Washington University School of 
Medicine, St. Louis, Missouri, EUA.) 


sem sofrer mudanças estruturais significativas. Portanto, é 
improvável que o complexo central se acomode no interior 
da cavidade central da NSF de forma similar à de proteínas 
que se ligam ao sistema das chaperoninas GroEL-GroES 
(Seção 9.2Ca), Além disso, as micrografias eletrônicas indi- 
cam que o complexo da SNAP com as três proteínas SNARE 
se liga a uma extremidade da NSF na presença de ATPyS 
(mas não o faz na presença de ADP). Uma vez que misturas 
contendo oligômeros de domínios Dl ativos e inativos são 
incapazes de desmontar os complexos SNARE, parece que 
as subunidades NSF atuam de uma maneira cooperativa. 

E. Direcionamento das proteínas para a mitocòndria 
Embora as mitocôndrias possuam sistemas gênicos e de 
síntese proteica atuantes, seu genoma codifica somente al- 
gumas proteínas da membrana interna (13 em humanos e 8 
em levedura). A grande maioria das proteínas mitocondriais 
(—99%), que abrangem 10 a 20% das proteínas intracelu- 
lares, é codificada pelo genoma nuclear e sintetizada pelos 
ribossomos citoplasmáticos. Elas precisam, portanto, atra- 
vessar uma ou as duas membranas mitocondriais (Seção 
1.2Ac) para chegarem ao seu destino final. Nesta subseção, 
será discutido como as proteínas são importadas para a mi- 
tocôndria e como são orientadas para seu destino correto 
(membrana externa, membrana interna, espaço intermem- 
brana e matriz [que é o espaço delimitado pela membrana 
interna]). Os rápidos avanços no entendimento desse proces- 
so foram possíveis, em grande parte, pelos estudos realizados 
por Walter Neupert, Nikolaus Pfanner, Trevor Lithegow e 
Gottfried Schatz em leveduras e no fungo Neurospora crassa. 
Existem, no entanto, evidências consideráveis de que o pro- 
cesso é conservado entre todos os organismos eucariotos. Os 


sistemas de transporte descritos aqui e na Seção 12.4B asse- 
melham-se àqueles que medeiam a importação das proteínas 
para os cloroplastos (onde as proteínas têm que atravessar 
três membranas; Seção 1.2Ag) e para os peroxissomos(Seção 
1.2Ad). 

a. As proteínas devem estar desdobradas para entrar na 
mitocòndria 

A maioria das proteínas mitocondriais codificadas pelo ge- 
noma nuclear são totalmente sintetizadas nos ribossomos 
citosólicos para depois serem importadas pelas mitocôn- 
drias, isto é, elas são importadas após a tradução. Por isso, 
se esperaria que as proteínas mitocondriais, muitas das quais 
são integrais, adotassem uma conformação ao menos parcial- 
mente dobrada e/ou estivessem agregadas de forma não es- 
pecífica no citosol antes de entrarem na rota de importação 
para a organela. Contudo, um grande número de evidências 
indica que somente proteínas não dobradas podem atravessar 
as membranas mitocondriais. Por exemplo, a enzima cito- 
sólica di-hidrofolato-redutase (DHFR) é importada para a 
mitocòndria da levedura quando estiver precedida por uma 
sequência indicadora (ver a seguir) de uma proteína mito- 
condrial sintetizada no citosol. Contudo, a importação dessa 
proteína quimérica é impedida pela presença do metotrexa- 
to, análogo do di-hidrofolato, o substrato natural da DHFR 
(Seção 28.3Be), que se liga à enzima com uma afinidade 
suficientemente alta para estabilizá-la em sua conformação 
nativa. 

A capacidade de importação das proteínas destinadas 
à mitocòndria é mantida, no citosol, por uma diversidade 
de chaperonas dependentes de A TP. Entre elas se incluem 
membros da família Hsp70 (Seção 9.2C) e, nos mamíferos, a 
proteína chamada fator estimulador de importação mitocon- 
drial. A suspensão da produção da Hsp70 pela levedura atra- 
vés da engenharia genética tem como consequência o acúmu- 
lo, no citosol, de proteínas que deveriam ser importadas pela 
mitocòndria. Além disso, a taxa de importação mitocondrial 
de uma proteína facilitada pela Hsp70 é aumentada pela des- 
naturação prévia da proteína com ureia. Evidentemente, a 
Hsp70 atua nesse processo como uma “desdobradora de pro- 
teína” impelida por ATP. 

b. Translado de proteínas através da membrana mitocondrial 
externa 

A maioria das proteínas da matriz sintetizadas no citosol pos- 
suem sequências sinal N-terminais removíveis que não intera- 
gem com a PRS. Essas pré-sequências possuem de 10 a 80 re- 
síduos e formam hélices anfipáticas com uma face carregada 
positivamente. No entanto, muitas proteínas mitocondriais, 
incluindo a maioria das proteínas carregadoras de metabóli- 
tos da membrana interna (ver a seguir), têm sequências-alvo 
internas pouco conhecidas. 

As subunidades proteicas que participam na importação 
de proteínas através da membrana externa da mitocòndria 
são chamadas proteínas TME (transladases da membrana 
mitocondrial externa) e são nomeadas Tmexx, em que xx 
corresponde à massa molecular da subunidade, em kilodal- 
tons. Do mesmo modo, muitas das proteínas envolvidas no 
translado através da membrana mitocondrial interna são 
chamadas proteínas TMI (transladases da membrana mito- 
condrial interna) e nomeadas Tmixx. 
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FIGURfi L2.80 Diagrama esquemático da maquinaria de importação de proteínas mitocondriais. Ver descrição no texto. A 
composição das subunidades desses complexos é semelhante em mitocôndrias de outros organismos. (Com base em Bolender, N., 
Sickmann, A. Wagner, R., Meisinger, C., e Pfanner, N., EMBO Rep. 9, 42-49 [2008]). 


O complexo TME, a maquinaria que importa todas as 
proteínas mitocondriais pela membrana mitocondrial exter- 
na, o faz da seguinte maneira (Fig. 12.80, no topo à esquerda, 
em verde): 

1. As sequências sinal de pré-proteínas não dobradas asso- 
ciam-se com os domínios citoplasmáticos das proteínas 
receptoras mitocondriais: Sequências sinal N-terminais 
interagem principalmente com a Tme20 em complexo 
com a Tme22, enquanto as sequências sinal internas in- 
teragem principalmente com a Tme70. A estrutura por 
RM de uma porção do domínio citosólico da Tme20 em 
complexo com um segmento de 11 resíduos de uma pré- 
-sequência peptídica (Fig. 12.81) foi determinada por 
Toshiya Endo e Daisuke Kohda e revela que o domí- 
nio Tme20 consiste em cinco hélices. Suas duas hélices 
N-terminais formam um sulco apoiar na superfície, ao 
qual se liga a pré-sequência, principalmente via intera- 
ções hidrofóbicas. Evidentemente, Tme20 reconhece a 
hélice anfipãtica da pré-sequência, mas não as suas car- 
gas positivas. Essas cargas, que são necessárias para a 
importação, interagem com Tme22. 

2. Tme20 e Tme70 entregam as pré-proteínas ao poro 
de importação geral, assim chamado porque todas as 
proteínas mitocondriais codificadas no núcleo devem 
passar por ele. O poro é formado pela Tme40, uma 
proteína TM politópica cujas medidas de dicroísmo 
circular (DC) indicam ser formada basicamente por 
folhas p e por isso tem uma estrutura em barril p TM 
que presumivelmente se assemelha ao das porinas 
bacterianas. (Fig. 12.27). Medidas eletrofisiológicas 
demonstram que a Tme40 possui um canal hidrofílico 


seletor de cãtions, através do qual as proteínas precur- 
soras são transportadas. A Tme40 está in timamente 
associada com três subunidades TM pequenas de pas- 
so único, TmeS, Tme6 e Tme7, formando o complexo 
central TME. A deleção de qualquer uma dessas subu- 
nidades pequenas tem somente efeitos pequenos mas 
a deleção de todas as três é letal. Elas parecem esta- 
bilizar o complexo TMI, mas suas funções individuais 
são muito pouco conhecidas. Micrografias eletrônicas 
do complexo central TME de Neurospora (Fig. 12.82) 
revelam uma partícula com —70 Á de altura (—20 A 
maior do que a espessura da bicamada lipídica) e com 
—120 Á de largura, contendo dois poros com —21 Â de 
diâmetro, que provavelmente são os canais de condu- 
ção das proteínas. Esses dados concordam com os ex- 
perimentos de permeabilidade nos quais foram usados 
cátions de tamanhos variados, que indicam que o poro 
da Tme40 teria um diâmetro de —22 Â. 

3. As forças que impulsionam o translado dos polipeptíde- 
os através do complexo TME ainda são um mistério. Um 
mecanismo, conhecido como a hipótese da cadeia ácida, 
propõe que uma pré-sequência carregada positivamen- 
te seja transportada de forma sequencial entre regiões 
ácidas (carregadas negativamente), às quais se liga com 
afinidade progressivamente mais alta. Tais regiões estão 
presentes nas faces citoplasmáticas de Tme20, Tme22 e 
Tme5, bem como na face intermembrana de Tme40 e 
Tme22. 

Neste estágio a rota de importação de proteínas mito- 
condriais se divide em várias vias. Estas várias vias serão di- 
cu tidas abaixo. 
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FIGURA 12.81 Estrutura por RM do domínio dtoplasmático da 
Tme20 de rato formando um complexo com o segmento C-termi- 
nal de 11 resíduos (GPRLSRLLSYA) da pré-sequência de 22 re- 
síduos da enzima aldeído-desidrogenase mitocondrial de rato. O 

diagrama é o resultado de uma sobreposição das 20 estruturas na 
análise da RM (Seção 8.3A), em que os resíduos usados na sobre- 
posição estão em azul (Tme20) e em vermelho (pré-sequência), 
enquanto os demais resíduos estão em cinza (Tme20) e em cor de 
laranja (pré-sequência). (Cortesia de Toshiya Endo, Nagoya Uni- 
versity, Nagoya, Japão, e Daisuke Kohda, Biomolecular Enginee- 
ring Research Institute, Osaka, Japão. PDBid 10M2.) 


c. Translado de proteínas para a matriz 
Os polipeptídeos com sequências sinal N-terminal, que in- 
cluem os precursores de todas as proteínas destinadas à ma- 
triz, a maioria das proteínas da membrana interna, e muitas 
proteínas que ocupam o espaço intermembranas (EIM), são 
transladados pela membrana interna pelo complexo TMI23 
(Fig. 12.80, embaixo à esquerda em amarelo). Este complexo 
possui um canal proteico formado pela Tmi23, a qual está 
intimamente associado com a Tmil7. A proteína periférica 
Tmi50 se liga ao peptídeo que emerge do canal TME40 e o 
transfere para a Tmi23 . Os estudos de microscopia eletrôni- 
ca indicam que os complexos TME e TMI23 situam-se em 
oposição em sítios nos quais a membrana mitocondrial ex- 
terna e a interna estão mais próximas uma da outra. De fato, 
a Tmi21 se associa transitoriamente com a Tme22 por esse 
sitio de contato por deslocar a sequência sinal emergente. 

Na presença de metotrexato, a quimera DHFR fica 
imobilizada na membrana, com o espaçador que une a en- 
zima à pré-sequência N-terminal estendendo-se simultanea- 
mente sobre os complexos TME e o TMI. A extremidade 
N-terminal do espaçador está presumivelmente presa na 
matriz por meio de sua associação com a Hsp70 mitocondrial 




FIGURA 12.82 Imagem com base em microscopia eletrônica 
das partículas do complexo central de TME de Neurospora. As 

partículas, visualizadas de cima (à esquerda) e pela lateral (à di- 
reita ), possuem duas aberturas que provavelmente representam 
os canais condutores de proteínas na membrana mitocondrial 
externa. (Cortesia de Stephan Nussberger e Walter Neupert, 
Universidade de Munique, Alemanha.) 


(ver a seguir). Consequentemente, se o espaçador for muito 
curto que não possa abranger as duas membranas (menos de 
40 resíduos), não são formados intermediários de translado 
estáveis. Assim, parece que as pré-sequências se deslocam en- 
tre o complexo TME e o TMI23 sem o auxílio de chaperonas. 

O translado de uma proteína através da membrana mito- 
condrial interna requer energia na forma tanto de ATP como 
de potencial eletrostático pela membrana. Aparentemente, esse 
potencial de membrana (Seção 20.1), AT r , que é gerado meta- 
bolicamente (Seção 22.3Ba), funciona transportando eletrofo- 
reticamente para a matriz as sequências sinal N-terminais, po- 
sitivamente carregadas (a matriz é carregada negativamente). 

O ATP é utilizado pela Hsp70 da matriz (mHsp70), o com- 
ponente central do motor da pré-sequêncía associado a translo- 
case (MPA; Fig. 12.80, embaixo à esquerda , em cor de laranja). 
Esta chaperona molecular se liga à Tmi44 na face interna da 
membrana interna, onde supostamente puxa a proteína atra- 
vés do poro Tmi23 por um mecanismo de catraca Browniana 
(Seção 12.4Bg). A MPA 18 (ou Tmil4), que se associa com 
a Tmi44, tem um domínio J que supostamente recruta a 
mtHsp70 e a induz à hidrólise do seu ATP em ADP, ativando 
desta forma sua ligação ao polipeptídeo emergente. Imagina-se 
que a MPA 16 (ou Tmiló), que se liga à Tmil4, atue como um 
regulador negativo desta por meio do bloqueio físico de seu 
acesso à mtHsp70. A MPA 17 é requerida na montagem do 
módulo MPA 18-MPA 16. A proteína da matriz Mgel estimula 
a mtHsp70 a trocar seu ADP por ATP, permitindo assim que 
ela participe em outro ciclo da catraca Browniana. 

Ao entrar na matriz, a pré-proteína, ou pelo menos seu 
segmento N-terminal, tem sua sequência sinal N-terminal re- 
movida pela peptidase de processamento da matriz (PPM), 
uma proteína essencial. A proteína importada adota então 
sua conformação nativa, um processo que é facilitado por uma 
bateria de chaperonas dependentes de ATP, entre as quais a 
mHsp70 (somente 10% dela se associa com a Tmi44) e HspòO/ 
HsplO (homólogas do sistema GroEL/ES; Seção 9.2C). 

Alguns dos polipeptídeos que são transladados pelo 
complexo TMI23 têm uma sequência âncora de parada de 
transferência. O complexo TMI23 insere lateralmente a héli- 
ce TM resultante para dentro da membrana mitocondrial in- 
terna (Fig. 12.80, abaixo, esquerda distante) de modo que sua 
porção N-terminal ocupe a matriz, onde a peptidase de pro- 
cessamento da matriz remove a sequência sinal N-terminal. 
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d. tnserção das proteínas carreadoras de metabólitos na 
membrana mitocondrial Interna 

A membrana mitocondrial interna é impermeável a pratica- 
mente todas as substâncias polares, possuindo, portanto, nu- 
merosas proteínas carreadoras de metabólitos (35 nas levedu- 
ras) para permitir a captação de reagentes e a distribuição de 
produtos. Os membros mais abundantes dessa família são o 
translocador de ATP/ADP (ou transladador ATP-ADP, que 
troca o ATP sintetizado na matriz pelo ADP resultante da 
hidrólise do ATP citosólico; Seção 20.4C) e o carreador de 
fosfato (que conduz de volta à matriz o fosfato produzido na 
hidrólise do ATP citosólico; Seção 22.1Ba). Todas as proteí- 
nas carreadoras de metabólitos possuem seis hélices TM com 
as extremidades C e N-terminais no espaço intermembranas. 

A maioria dos membros da família dos carreadores de 
metabólitos não apresentam as sequências-sinal N-terminais 
e por isso são transladadas através do complexo TME via in- 
terações com seu receptor Tme70. Curiosamente, contudo, 
o complexo Tme2G-Tme22 é o receptor para a maioria das 
outras proteínas da membrana externa que têm sequências- 
-sinal internas. As proteínas carreadoras de metabólitos 
são acompanhadas através do espaço intermembranas por 
um complexo hexamérico das proteínas homólogas Tmi9 e 
TmilO (Tmi9) 3 (TmilO) 3 , as quais imagina-se que protejam 
os domínios hidrofóbicos das proteínas carreadoras de me- 
tabólitos (Fig. 12.80, no centro-azul). Essas proteínas não se 
inserem no poro de importação geral, em uma preparação 
de mitocôndrias depletadas de Tmi9 e TmilO, indicado pelo 
fato dessas proteínas não resistirem à ação de proteases. Isto 
sugere que é a ligação do complexo Tmi9-Tmil0 a uma pro- 
teína carre adora de metabólitos não-dobrada que direciona 
o translado pela membrana mitocondrial externa. 

O complexo Tmi9-Tmil0 entrega a proteína carre adora 
de metabólitos para a proteína periférica Tmil2 (um homó- 
logo de Tmi9 e TmilO), que se associa às proteínas integrais 
Tmi22 (que é homóloga aTmi23) , Tmi54 e Tmil8 para formar 
o complexo TMI22 (Fig. 12.80, no centro-dourado). A Tmi22 
medeia então a inserção lateral da proteína carreadora na 
membrana mitocondrial interna , onde ela se organiza forman- 
do homodímeros. Esse processo ocorre por um mecanismo 
ainda desconhecido, mas dependente do potencial de mem- 
brana. As funções da Tmi54 e Tmil8 não são conhecidas. 

e. As proteínas solúveis que ocupam o espaço 
intermembranas são importadas via três mecanismos 

Não obstante o fato de que sua largura é próxima à da bica- 
mada da membrana, o poro de importação geral contém uma 
coleção de proteínas essenciais. Os precursores de algumas 
dessas proteínas são importados, conforme descrito acima, de 
forma que ancoram no poro por uma única hélice TM que 
tem sua extremidade N-terminal na matriz (Fig. 12.80, abai- 
xo, direita distante). Tal proteína é então clivada por uma pro- 
tease da membrana interna no lado C-terminal de sua hélice 
TM, liberando-a assim para dentro do poro, onde ela se dobra 
em sua conformação nativa. Uma vez que a proteína madura 
não tem a sequência-sinal, ela não está mais sujeita a impor- 
tação para a matriz e por isso permanece no poro de impor- 
tação geral. A coproporfirinogenio-oxiãase, que participa na 
biossíntese do heme (Seção 26.4Ae), é uma dessas proteínas. 

Muitas proteínas pequenas que não têm sequências sinal 
N-terminais são importadas para o poro de importação geral 


via complexo TME. No poro elas assumem sua conformação 
nativa, ficando então presas no poro - o chamado mecanis- 
mo de captura por dobramento. Essas proteínas possuem pa- 
drões conservados de resíduos Cys e/ou His que permitem 
a elas se ligar a cofatores contendo íons metálicos no poro 
de importação geral ou formar ligações dissulfeto, ambos os 
quais estabilizam suas estruturas nativas. (Observe que es- 
sas últimas estão entre as poucas proteínas intracelulares que 
possuem ligações dissulfeto [Seção 8.4B], Evidentemente, 
o ambiente do poro de importação geral é oxidativo). Por 
exemplo, o apocitocromo c (o citocromo c sem seu grupo 
heme ligado covalentemente; Fig. 9.39) se dobra quando a ci- 
tocromo c-heme-liase (CCHL), enzima residente no poro de 
importação geral, catalisa a Ügação do grupo heme, enquanto 
a Tmi9, TmilO e Tmil2 possuem motivos gêmeos CX 3 C que 
formam as ligações dissulfeto. 

Uma terceira classe de proteínas residentes no poro de 
importação geral permanecem dentro dele durante sua asso- 
ciação com a membrana interna, isto é, são proteínas perifé- 
ricas. A CCHL é um membro dessa classe de proteínas. 

f. Muitas proteínas politópícas da membrana interna são 
importadas primeiro para a matriz 

Muitas das proteínas politópicas sintetizadas no citosol cuj os 
destinos são a membrana interna da mitocôndria são primei- 
ramente importadas para a matriz da forma descrita ante- 
riormente, e então inseridas na membrana interna, uma rota 
indireta que reflete a origem bacteriana da mitocôndria (a 
mitocôndria primitiva, sendo uma bactéria gram-negativa, 
sintetizava todas as suas proteínas no citoplasma [a matriz 
primitiva] de forma que as proteínas intermembranas ou li- 
gadas à membrana tinham que ser exportadas para esses des- 
tinos). Essas proteínas, na sua maioria, são sintetizadas com 
sequências de direcionamento N-terminais bipartidas, cujos 
segmentos internos (mais C-terminais) tomam-se expostos 
pela remoção das pré-sequências N-terminais citadas, e dessa 
forma direcionam as proteínas para a membrana interna. A 
inserção de várias dessas proteínas na membrana mitocon- 
drial interna é mediada pela proteína TM Oxal, que também 
ocupa a membrana interna (Fig. 12.80, abaixo à direita, em 
cor-de-rosa). A Oxal, que se liga aos ribossomos mitocon- 
driais no lado da matriz, também insere na membrana mi- 
tocondrial interna proteínas sintetizadas dentro da mitocôn- 
dria. Como se poderia esperar, Oxal está relacionada com 
uma proteína que insere proteínas na membrana interna de 
bactérias gram-negativas. 

g. A inserção de proteínas com barril p na membrana 
mitocondrial externa 

A membrana externa das mitocôndrias e dos cloroplas- 
tos contem proteínas, como as porinas (Seção 12.3Ad) e a 
Tme40, que possuem barris p TM. Estes são os únicos locais 
em que esses barris p TM ocorrem nas células eucarióticas, 
o que também reflete a origem bacteriana dessas organelas 
(Seções 1 .2Ac e 1 .2 Ag). 

As proteínas com barril p são importadas para o poro de 
importação geral pelo complexo TME. No poro são unidas 
pelo complexo Tmi9-Tmil0, que as acompanha até o com- 
plexo MSM, maquinaria de seleção e montagem; alternativa- 
mente complexo TBE, topogênese dos barris p na membrana 
mitochondrial externa , o qual por sua vez, as insere na mem- 
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TABEU 12.6 Características das principais classes de lipoproteínas do plasma humano 



Quilomícrons 

VLDL 

IDL 

LDL 

HDL 

* lj. 

Densidade (g • cm ) 

<0,95 

<1,006 

1,006-1,019 

1,019-1,063 

1,063-1,210 

Diâmetro da partícula (A) 

750-12.000 

300-800 

250-350 

180-250 

50-120 

Massa da partícula (kDa) 

400.000 

10.000-80.000 

5.000-10.000 

2.300 

175-360 

% de Proteínas* 

1,5-2, 5 

5-10 

15-20 

20-25 

40-55 

% de Fosfolipídeos* 

7-9 

15-20 

22 

15-20 

20-35 

% de Colesterol livre* 

1-3 

5-10 

8 

7-10 

3-4 

% de Triacilgliceróis** 

84-89 

50-65 

22 

7-10 

3-5 

% de Ésteres de olesteril** 

3-5 

10-15 

30 

35-40 

12 

Principais polipoproteínas 

^Componentes de superfície. 
**Lipídeos centrais. 

A-I, A-II, B-48, C-I, 

c-n, c-m, e 

B-100, C-I, 

C-n, c-m, e 

B-100, C-I, CII, C-m, E 

B-100 

A-I, A-n, Cl, 

c-n, c-m, 

D,E 


brana mitocondrial externa (Fig. 12.80, no alto à direita em 
púrpura). O complexo MSM é formado pela proteína com 
barril (3 TM Msm50 (altemativamente Tbe55 ou Tme55) em 
associação com a Msm37 (Msm37/Tme37), Msm35(Tbe35/ 
Tme38) e MdmlO (morfologia e distribuição mitocondrial 
10). As proteínas com barril |3 são inseridas na membrana 
externa a partir do lado interno, o que é também presumivel- 
mente uma consequência evolutiva da origem bacteriana da 
mitocôndria. Não obstante, os complexos TME e MSM estão 
funcionalmente acoplados conforme indica a observação que 
quando as proteínas com barril (3 são importadas para a mito- 
côndria sem a Msm50, elas se acumulam no complexo TME 
e não no poro de importação geral. A Msm50 é homóloga à 
Gmp85, proteína da membrana bacteriana externa, que par- 
ticipa na inserção de proteínas com barril [3 nesta membrana. 


5 LIPOPROTEÍNAS 

Os lipídeos e as proteínas associam-se de forma não cova- 
lente formando lipoproteínas, cuja função é a de transportar 
triacilgliceróis e colesterol no plasma sanguíneo. Nesta seção, 
serão discutidas a estrutura, a função e as disfunções das li- 
poproteínas, e também de que forma as células eucarióticas 
captam as lipoproteínas e outras proteínas específicas do 
meio externo por meio de endocitose mediada por receptor. 

A. Estrutura das //poproteínas 

Os fosfolipídeos, os triacilgliceróis e o colesterol são muito 
pouco solúveis em solução aquosa. Por essa razão, eles são 
transportados pela circulação como componentes de lipopro- 
teínas, que são partículas globulares semelhantes a micelas 
consistindo em um núcleo apoiar de triacilgliceróis e de ésteres 
de colesteril envolto por um revestimento anfifílico de proteí- 
nas, fosfolipídeos e colesterol. As lipoproteínas são classifi- 
cadas em cinco categorias, com base em suas propriedades 
físicas e funcionais (Tabela 12.6): 

1. Quilomícrons, que transportam colesterol e triacilglice- 
róis exógenos (de origem externa, ou sej a, da dieta) do 
intestino para os tecidos. 


2-4. Lipoproteínas de muito baixa densidade (YLDLs, de 

very low density lipoproteins ), lipoproteínas de densida- 
de intermediária (IDLs, de intermidiate density lipopro- 
teins) e lipoproteínas de baixa densidade (LDLs, de low 
density lipoproteins) constituem um grupo de partículas 
relacionadas que transportam colesterol e triacilgliceróis 
endógenos (produzidos intemamente) do fígado para os 
tecidos (o fígado sintetiza triacilgliceróis a partir do ex- 
cesso de carboidratos; Seção 25.4). 

5. Lipoproteínas de alta densidade (HDLs, de high density 
lipoproteins), que transportam colesterol endógeno dos 
tecidos para o fígado. 

As partículas lipoproteicas sofrem um processamento 
metabólico contínuo, de forma que apresentam composição 
e propriedades variáveis (Tabela 12.6). Cada uma delas con- 
tém apenas a quantidade suficiente de proteína, fosfolipídeo 
e colesterol para formar uma monocamada na superfície da 
partícula com espessura de —20 Ã (Fig. 12.83). A densidade 
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FIGURA 12.83 LDL, o principal transportador de colesterol 
na corrente sanguínea. Esta partícula esferoidal consiste em 
aproximadamente 1 .500 moléculas de éster de colesteril envol- 
tas por um revestimento anfifílico formado por 800 moléculas 
de fosfolipídeos, 500 moléculas de colesterol e uma única molé- 
cula de apolipoproteína B-100, com 4.536 resíduos. 
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TABELA 12. 7 Propriedades das principais espécies de apolipoproteínas humanas 


Apolipoproteína 

Número de resíduos 

Massa molecular* (kDa) 

Função 

A-I 

243 

29 

Ativa LCAT** 

ATI 

77 

17 

Inibe LCAT, ativa lipase hepática 

B-48 

2.152 

241 

Remove colesterol 

B-100 

4.536 

513 

Remove colesterol 

C-I 

56 

6,6 

Ativa LCAT? 

C-1I 

79 

8,9 

Ativa LPL*** 

C-III 

79 

8,8 

Inibe LPL, ativa LCAT? 

D 

169 

19 

Desconhecida 

E 

299 

34 

Remove colesterol 


*Todas as apolipoproteínas sao monômeros, com exceção da apoA~Il, que é um dímero com uma ligação dissulfeto. 
**LCAT: Lecitina-colesterol-aciltransferase. 

***LPL: Lipase lipoprotéica* 


da lipoproteína aumenta com a redução do diâmetro da par- 
tícula, pois a densidade do revestimento externo é maior do 
que a do seu núcleo. 

a. As apolipoproteínas possuem hélices antipáticas que 
recobrem a superfície lipoprotéica 

Os componentes proteicos das lipoproteínas são conhecidos 
como apolipoproteínas ou somente apoproteínas. Pelo me- 
nos nove apolipoproteínas estão distribuídas em diferentes 
quantidades nas lipoproteínas humanas (Tabelas 12.6 e 12.7). 
A maioria das apolipoproteínas é solúvel em água e está as- 
sociada de maneira bastante fraca com as lipoproteínas. Por 
isso elas trocam facilmente de partícula lipoprotéica na fase 
aquosa. Medidas de dicroísmo circular (DC) indicam que as 
apolipoproteínas possuem um elevado conteúdo de hélices, 
que aumenta quando elas são incorporadas a lipoproteínas. 
Aparentemente, as hélices são estabilizadas pelo ambiente 
lipídico, provavelmente porque hélices satisfazem inteira- 
mente o potencial para formação de ligações de hidrogênio 
no esqueleto polipeptídico no interior livre de água de uma 
lipoproteína. 

b. A estrutura por raios X da ApoA-i mimetiza a da HDL 

A apolipoproteína A-I (apoA-I) é a principal apoproteína 
na HDL. A análise de sequência indica que ela consiste prin- 
cipalmente em repetidas hélices a antipáticas com 11 ou 22 
resíduos, que constituem as regiões de ligação aos lipídeos. 
Essas hélices a. putativas, da mesma forma que hélices seme- 
lhantes que ocorrem na maioria das outras apolipoproteínas, 
têm seus resíduos hidrofóbicos e hidrofílicos em faces opostas 
do cilindro helicoidal (Fig. 12.84). Além disso, a face polar da 
hélice tem um caráter zwiteriônico, já que seus resíduos car- 
regados negativamente se projetam a partir do centro dessa 
face, enquanto os resíduos carregados positivamente estão 
localizados na sua periferia. De fato, um polipeptídeo sintéti- 
co de 22 resíduos com grande tendência a formar hélice, que 
foi desenhado por E. Thomas Kaiser para ter essa distribui- 
ção de polaridade, mas apresentar similaridade mínima com 
as sequências repetidas da apoA-I, tem um comportamento 
muito semelhante ao da apoA-I na ligação aos lipossomos de 
lecitina de ovo. É evidente que a função estrutural da apoA- 
-I, e provavelmente da maioria de outras apopoliproteínas, é 
desempenhada por esses segmentos helicoidais e não por ou- 


tra estrutura terciária organizada qualquer. Isso sugere que 
as hélices a da lipoproteína flutuam sobre as superfícies fosfo- 
lipídicas, como toras na água. Supõe-se que os fosfolipídeos 
estejam organizados com seus grupos carregados ligados a 
resíduos de carga oposta na face polar da hélice, e com os 
primeiros grupos metileno dos seus resíduos de ácidos graxos 
em associação hidrofóbica com a face apoiar da hélice. 

Uma variedade de critérios indica que a apoA-I sofre al- 
terações significativas na sua estrutura secundária ao se ligar 
ao lipídeo. No entanto, a apo A(1-43)A-I, um mutante trun- 
cado que não possui os resíduos 1 a 43 da apoA-I humana 



FIGURA 12.84 Uma projeção circular helicoidal dos resíduos 
148 a 164, que formam a hélice a antipática da apolipoproteína 
A-I. (Na representação circular helicoidal, as posições das ca- 
deias laterais estão projetadas ao longo do eixo da hélice, sobre 
um plano.) Note a segregação de resíduos apoiares, ácidos e bá- 
sicos em diferentes lados da hélice. Outras hélices de apolipo- 
proteínas possuem distribuições de polaridade similares. (Com 
base em Kaiser, E.T., in Oxender, D.L., e Fox, C.F. [Eds.], Pro- 
tein Engineering, p. 194, Liss [1987].) 
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FIGURA 12.85 Estrutura por raios X da apoA(l-43)A-I. Os quatro monômeros que formam o tetrâmero de simetria D 2 estão 
desenhados em cores diferentes, (a) Vista ao longo do eixo de ordem 2, relacionando as subunidades azul e amarela às subunida- 
des verde e magenta. ( b ) Vista do topo da Parte a ao longo do eixo de ordem 2, relacionando as subunidades ciano e magenta às 
subunidades verde e amarela. O terceiro par azul com verde e o magenta com amarelo, que interagem em quase toda sua extensão, 
provavelmente mantêm suas identidades nas partículas de HDL, enquanto os outros pares, cujas interações são menos extensas, 
provavelmente não o fazem. (Com base na estrutura por raios X de David Borhani, Southern Research Institute, Birmingham, 
Alabama, EUA, e Christie Brouillette, University of Alabama Medicai Center, Birmingham, EUA. PDBid 1AV1.) 


de 243 resíduos, tem uma conformação que lembra muito a 
apoA-I quando ligada a lipídeo, independentemente se há 
ou não lipídeo. Assim, é provável que a apo A(1-43)A-I sem 
lipídeo possa servir como um modelo estrutural válido para a 
apoA-I ligada a lipídeo. 

A estrutura por raios X da A(1-43)A-I (Fig. 12.85) foi 
determinada por David Borhani e Christie Brouillette. Ela 
mostra que cada uma das cadeias polipeptídicas forma, ao 
longo de quase todo o seu comprimento, uma hélice a an- 
fipáíica pseudocontínua interrompida por dobras, nos resí- 
duos de prolina, em intervalos de 22 resíduos, formando 10 
segmentos helicoidais com o formato de uma ferradura tor- 
cida. Dois desses monômeros (p. ex., o azulado e o magenta 
na Fig. 12.85) associam-se de forma antiparalela ao longo da 
maior parte de seu comprimento, formando um dímero com 
o formato de um anel elíptico torcido. Dois desses dímeros, 
por sua vez, associam-se por suas superfícies hidrofóbicas, 
formando um tetrâmero elíptico de simetria D 2 , com dimen- 
sões externas de 135 X 90 Á e um orifício interno de 95 X 
50 À. A superfície desse anel te tr américo, que consiste em 
feixes de 4 hélices a em vaivém ao longo de aproximadamen- 
te três quartos de sua circunferência, é hidrofílica, com um 
potencial eletrostático uniforme, enquanto o interior de cada 
um dos feixes de 4 hélices possui principalmente as cadeias 
laterais de Vai e Leu. Uma vez que esses resíduos hidrofóbi- 
cos, nessa conformação, não estão disponíveis para a ligação 
do lipídeo, postula-se que eles tenham se associado no cristal, 
de modo a proteger a face de ligação a lipídeo dos dímeros 
de apo A(1-43)A-I do contato com a água (que enche os es- 
paços do cristal). 

Os tamanhos e as formas do dímero e do tetrâmero de 
apo A(1-43)A-I parecem ideais para envolver as partículas de 
HDL de 50 a 120 Á de diâmetro. Dado que essas partículas 
frequentemente contêm dois ou quatro monômeros apoA-I, 
propõe-se que, quando os pares de monômeros se ligam à 
HDL, eles o fazem formando um dímero antiparalelo como 


o descrito anteriormente. Suas cadeias laterais apoiares ex- 
postas poderiam, então, interagir hidrofobicamente com os 
grupos apoiares da partícula de HDL. Dois desses dímeros 
poderiam associar-se na superfície da partícula formando um 
tetrâmero, embora, mais provavelmente, de uma maneira di- 
ferente da que é vista na estrutura da apo A(1-43)A-I. 

B. Função das lipoproteínas 

As lipoproteínas apresentam atividades fisiológicas diferen- 
tes, conforme será discutido a seguir. 

a. Os quilomícrons perdem os lipídeos nos capilares dos 
tecidos periféricos 

Os quilomícrons, que são formados na mucosa intestinal, 
têm a função de manter o colesterol e os triacilgliceróis exó- 
genos em solução aquosa. Essas lipoproteínas são liberadas 
na linfa intestinal (conhecida como quilo), que circula pelos 
vasos linfáticos até ser drenada pelo dueto torácico para as 
grandes veias do corpo. O quilo, normalmente transparen- 
te, adquire uma aparência leitosa após uma refeição rica em 
gordura. 

Os quilomícrons aderem a sítios de ligação na superfície 
interna (endotélio) dos capilares nos músculos esqueléticos e 
no tecido adiposo. Nesses locais, alguns minutos após terem 
entrado na corrente sanguínea, seus triacilgliceróis são hidro- 
lisados pela ação da lipase lipoproteica (LPL) , uma enzima 
extracelular ativada pela apoC-II. Os monoacilgliceróis libe- 
rados e os ácidos graxos resultantes da hidrólise são captados 
pelos tecidos. Os quilomícrons diminuem de tamanho à me- 
dida que seus triacilgliceróis são gradativamente hidrolisa- 
dos, até serem reduzidos a remanescentes de quilomícrons 
enriquecidos em colesterol. Esses dissociam-se do endotélio 
capilar e novamente entram na circulação, sendo captados 
pelo fígado. Os quilomícrons, portanto, transferem triacilgli- 
ceróis da dieta aos tecidos muscular e adiposo, e o colesterol 
da dieta para o fígado (Fig. 12.86, à esquerda ). 
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FIGURA 12.86 Modelo de transporte de triadlgliceróis e de colesterol no plasma humano. (Segundo Brown, M.S., and Golds- 
tein, J.L., em Brunwald, E., Isselbacher, K.J., Petersdorf, R.G., Wilson, J.D., Martin, J.B., e Fauci, A.S. (Eds.), Harrison’s Princi- 
pies of Internai Medicine (llth ed.), p. 1652, McGraw-Hill (1987].) Ver Figuras animadas 


b. As VLDLs são degradadas como os quilomícrons 
As lipoproteínas de densidade muito baixa (VLDLs), que 
são sintetizadas no fígado e têm função de transportar lipí- 
deos, também são degradadas pela lipase lipoproteica (Fig. 
12.86, à direita ). Os remanescentes de VLDL aparecem na 
circulação, primeiro como IDL e depois como LDL. Na 
transformação da VLDL em LDL, todas as proteínas, com 
exceção da apoB-100, são removidas e a maior parte do co- 
lesterol é esterificada pela enzima lecitina-colesterol-adl- 
-transferase (LCAT), associada à HDL, como será discutido 
mais adiante. Essa enzima transfere um resíduo de ácido gra- 
xo do carbono 2 da lecitina para o colesterol, com a formação 
concomitante de lisoledtina (Fig. 12.87). 

A apoB-100, que é uma giicoproteína monomérica com 
4.536 resíduos (uma das maiores proteínas monoméricas co- 
nhecidas) , apresenta hidrofobicidade semelhante à das pro- 
teínas integrais e possui relativamente poucas hélices antipá- 
ticas. Por isso, diferentemente das outras apolipoproteínas 
plasmáticas menos hidrofóbicas, ela não é hidrossolúvel nem 
é transportada pelas partículas lipoproteicas. Cada partícula 


LDL possui apenas uma molécula de apoB-100, que apre- 
senta, na imunoeletromicroscopia, uma forma estendida, 
que cobre pelo menos metade da superfície da partícula (Fig. 
12.83). Os quilomícrons, contudo, possuem apoB-48, uma 
proteína com 2.152 resíduos da sequência idêntica aos 48% 
da porção N-terminal da apoB-100. Na verdade, ambas as 
proteínas são codificadas pelo mesmo gene. O extraordiná- 
rio mecanismo pelo qual esse gene expressa proteínas com 
tamanhos diferentes no fígado e no intestino está descrito na 
Seção 31.4Ar. 

c. As células captam colesterol pela endocitose de LDL 
mediada por receptor 

Como já visto, o colesterol é um componente essencial das 
membranas das células animais. Ele pode ser suprido por 
fontes externas ou, se elas forem insuficientes, pode ser 
sintetizado pelo organismo (Seção 25. 6 A). Michael Brown 
e Joseph Goldstein demonstraram que as células captam 
colesterol exógeno principalmente pela endocitose das partí- 
culas LDL, em complexo com o receptor de LDL (RLDL), 
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FIGURA 12.87 Reação catalisada pela 1 e citina-cole sterol -aciltransferas e (LCAT). O grupo acil transferido é mais frequentemen- 
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uma glicoproteína TM que liga especificamente apoB-100. O 
RLDL também liga remanescentes de quilomicrons via seus 
componentes apoE. 

O RLDL é uma glicoproteína com 839 resíduos que pos- 
sui um ectodomínio (domínio extracelular; do Grego, ectos, 
exterior) de ligação N-terminal com 767 resíduos, um seg- 
mento TM com 22 resíduos que provavelmente forma uma 
hélice a, e um domínio C-terminal citoplasmático com 50 
resíduos. A estrutura por raios X do ectodomínio do RLDL, 
determinada por Brown, Goldstein e Deisenhofer em pH 5,3 
(por razões explicadas a seguir), confirma os resultados dos 



estudos de sequência que indicaram que, da extremidade N à 
C-terminal, esta proteína consiste em sete módulos ricos em 
Cys com —40 resíduos repetidos em tandem, dois domínios 
tipo EGF com —40 resíduos (EGF é o acrônimo, em inglês, 
de epidermal gr o w th factor, ou fator de crescimento epidér- 
mico, um polipeptideo com atividade hormonal que estimula 
a proliferação celular; Seção 19.3), um domínio propulsor p 
com seis lâminas, e um domínio tipo EGF (Fig. 12.88). Os 
módulos ricos em Cys, denominados R2 a R7 (RI não está 
ordenado e por isso não é visualizado), estão arranjados em 
um arco de 140 À de comprimento que forma uma alça ao 


FIGURA 12.88 Estrutura por raios X do domínio extracelular 
do receptor de LDL humano na resolução de 3,7 Â. A pro- 
teína está desenhada na forma de fita com uma cor diferente 
para cada um de seus módulos observados. Seus oito íons Ca 2 
ligados estão representados por esferas na cor ciano, e estão 
mostrados dois carboidratos ligados ao N (um tetrassacarídeo e 
um pentassacarídeo) em forma de bastão com C verde, N azul, 
e O vermelho. As ligações dissulfeto estão desenhadas em ama- 
relo. Os módulos ricos em Cys estão marcados de R2 a R7 e 
os domínios tipo EGF estão marcados de EGF- A a EGF-C. A 
ausência do módulo RI e a aparência fragmentada dos módulos 
R2 e R3 são devidas à desordem pela falta de segmentos. (A 
partir de uma estrutura por raios X obtida por Michael Brown, 
Joseph Goldstein, e Johann Deisenhofer, University of Texas 
Southwest Medicai Center, Dallas, Texas, EUA. PDBid 1N7D.) 
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FIGURA 12,89 Micrografia eletrônica por criofratura de 
cavidades revestidas na superfície interna da membrana pias- 
mática de fibroblastos em cultura. Compare esta figura com a 
das vesículas revestidas com clatrina (Fig. 12.59a). (Cortesia de 
John Heuser, Washington University School of Medicine, St. 
Louis, Missouri, EUA.) 

redor do domínio tipo EGF e do propulsor [3. Cada módulo 
rico em Cys se liga a um íon Ca 2 e consiste em duas alças 
conectadas por três ligações dissulfeto. Observe que eles não 
apresentam uma estrutura secundária regular (hélices e fo- 
lhas). Cada um dos domínios tipo EGF também se liga a um 
íon Ca " (exceto o EGF-C), possuem também três ligações 
dissulfeto, e não apresentam estrutura secundária regular. Os 
módulos R4 e R5, que são críticos na interação com o ligante, 
se unem a uma face do propulsor (3 por meio de interações de 
cadeias laterais extensas e conservadas. Cada um dos módu- 
los ricos em Cys tem uma conformação um pouco diferente, 
o que sugere que sejam flexíveis. Além disso, os módulos R2, 


R3, R6, e R7, e provavelmente Rl, que também estão envol- 
vidos na ligação do LDL, parecem não sofrer restrições por 
interações com o restante da proteína. Isto provavelmente 
explica porque o RLDL pode se ligar a lipoproteínas de vá- 
rios tamanhos e composições. 

Os RLDLs agrupam-se em cavidades revestidas, as quais 
reúnem os receptores da superfície celular destinados à en- 
docitose ao mesmo tempo em que excluem outras proteínas 
da superfície da célula. As cavidades revestidas, que pos- 
suem um suporte de clatrina (Fig. 12.89), invaginam a partir 
da membrana plasmática e formam vesículas revestidas (Fig. 
12.90; Seção 12.4C) que se fundem aos lisossomos. Essa en- 
docitose mediada por receptor (Fig. 12.91) é um mecanismo 
geral utilizado pelas células para captar moléculas grandes, 
através dos receptores específicos correspondentes. Na verda- 
de, o fígado capta os remanescentes de quilomícrons desta 
forma, por meio de um receptor de remanescentes que se 
liga especificamente à apoE. 

Em pH neutro o RLDL liga LDL via seus módulos ri- 
cos em Cys, principalmente R4 e R5. No entanto, no am- 
biente ácido do endossomo, o RLDL libera seu LDL (Fig. 
12.91). A estrutura por raios X do RLDL em pH5,3 (Fig. 
12.88), o pH do endossomo, sugere que isso ocorra atra- 
vés do deslocamento de LDL dos módulos R4 e R5 pelo 
domínio barril fJ do receptor de LDL. Este modelo é sus- 
tentado pela observação que, em pH 5,3, a interface entre 
os módulos R4 e R5 e o domínio do barril [3 possui várias 
pontes salinas contendo His conservadas que provavelmen- 
te se formam somente quando esses resíduos de His estão 
protonados. Além disso, uma construção de RLDL no qual 
os domínios tipo EGF e o domínio do propulsor [3 foram 
deletados se liga ao LDL, mas não o libera em pH ácido. 
Assim, é provável que, em pH neutro, o RLDL assuma uma 
conformaçãso aberta e flexível na qual os módulos R4 e R5 
não se associam ao domínio barril (3 mas, ao contrário, este- 
j am disponíveis para ligar LDL. 



FIGURA 12.90 Micrografías eletrônicas mostrando a endocitose de LDL por fibroblastos humanos em cultura. A LDL foi 

conjugada à ferritina e aparece como pontos escuros, (a) LDL ligada a uma cavidade revestida na superfície celular, (b) A ca- 
vidade revestida invagina e começa a se desprender da membrana para formar uma vesícula revestida contendo a LDL ligada à 
sua superfície interna. (Com base em Anderson, R.G.W., Brown, M.S., and Goldstein, J.L., Cell 10, 356 [1977]. Com permissão 
da Cell Press.) 
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FIGURA 12.91 Sequência de eventos na endodtose de LDL mediada por receptor. A LDL liga-se especificamente a receptores 
de LDL nas cavidades revestidas com clatrina (1). As cavidades brotam para o interior da célula (2), formando vesículas revesti- 
das (3), cujo revestimento de clatrina despolimeriza na forma de trisquélios, resultando na formação de vesículas com a superfície 
lisa (4). Estas se fundem com vesículas chamadas endossomos (5), que possuem um pH interno em tomo de 5,0. A acidez induz a 
dissociação da LDL de seu receptor. A LDL concentra-se na porção vesicular do endossomo, enquanto seus receptores se concen- 
tram na membrana de uma estrutura tubular ligada ao endossomo, que então se separa do mesmo (6) e posteriormente recicla os 
receptores de LDL na membrana plasmática (7). A porção vesicular do endossomo (8) funde-se com um lisossomo (9), produzindo 
um lisossomo secundário (10), onde a componente ApoB-100 da LDL é degradada em seus aminoácidos constituintes e os ésteres 
de colesterii são hidrolisados produzindo colesterol e ácidos graxos. Uma molécula de receptor de LDL faz um ciclo para dentro e 
para fora da célula a cada 10 a 20 minutos durante sua vida de cerca de 20 horas. 


No lisossomo, a apoB-100 da LDL é rápida e totalmente 
degradada, liberando os aminoácidos, conforme demonstram 
estudos de marcação radioativa (Fig. 12.91). Os ésteres de 
colesterii são hidrolisados por uma lipase lisossômica, produ- 
zindo colesterol, que é incorporado às membranas celulares. 
Qualquer excesso de colesterol intracelular é reesterificado 
pela ação da adl-CoA: colesterol -aciiíransf crase (ACAT) e 
armazenado dentro da célula. 

Dois mecanismos de retroalimentação impedem o acú- 
mulo excessivo de ésteres de colesterii celulares: 

1. Os altos níveis intracelulares de colesterol inibem a 
síntese do RLDL, reduzindo, assim, a taxa de acúmu- 
lo de LDL por endocitose (apesar de entrar e sair da 
célula a cada 10 a 20 minutos, o RLDL é degradado 


lentamente pela célula, de forma que sua meia-vida é 
de cerca de 20 horas). 

2. O excesso de colesterol intracelular inibe sua própria 
biossíntese (Seção 25.6Bb). 

d. O domínio de ligação ao receptor da ApoE é constituído 
por um feixe de quatro hélices 

A ApoE é uma proteína monomérica de 299 resíduos, con- 
sistindo em dois domínios dobrados de forma independente: 
um domínio N-terminal, que se liga firmemente ao RLDL, 
mas fracamente ao lipídeo, e um domínio C-terminal, que se 
liga à superfície da lipoproteína, mas que não tem afinidade 
pelo RLDL. A proteólise da apoE produz fragmentos que 
correspondem ao domínio N-terminal (resíduos 1 ao 191) e 
ao domínio C-terminal (resíduos 216 ao 299) dessa proteína. 
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FIGURA 12,92 Diagrama de fita do domínio de ligação ao 
receptor da apolipoprotema £ humana. A cadeia polipeptídica 
está colorida da extremidade N a C-terminal de azul a verme- 
lho, conforme a ordem das cores no arco-íris. Os resíduos 61, 
112 e 158 estão, respectivamente, em cor de laranja, magenta 
e cinza. (Com base em uma estrutura por raios X determinada 
por David Agard, University of Califórnia at San Francisco, 
EUA. PDBid 1LPE.) 

A análise de sequência sugere que o domínio C-terminal 
é, em grande parte, composto por hélices. A estrutura por 
raios X do domínio N-terminal (Fig. 12.92), determinada 
por David Agard, revela que ele é formado basicamente por 
cinco hélices a, sendo que quatro delas formam um feixe 
alongado de 4 hélices em vaivém (65 Â). Como esperado, 
essas hélices são fortemente anfipáticas, com seus resíduos 
hidrofóbicos sequestrados dentro da proteína sem contato 
com o solvente, enquanto seus resíduos hidrofílicos estão 
expostos ao solvente. A estrutura parece ser ainda estabi- 
lizada por numerosas pontes salinas na superfície proteica 
altamente carregada. 

A hélice C-terminal do fragmento N-terminal da apoE 
possui nove resíduos básicos muito próximos, que não for- 
mam pontes salinas, produzindo uma grande área carregada 
positivamente na superfície da proteína. Todas as varian- 
tes de apoE nas quais um desses resíduos básicos é substi- 
tuído por um resíduo ácido ou neutro têm sua afinidade 
pelo RLDL reduzida, sugerindo que essa área faça parte do 
sítio de ligação da apopE ao receptor. Por isso, essa hélice 
C-terminal foi designada hélice de ligação ao receptor. 

O RLDL liga apoB-100 e apoE com afinidades compará- 
veis. A apoB-100 (mas não a apoB-48) possui um segmento 
conservado que é semelhante à hélice de ligação ao recep- 


tor da apoE, embora essas duas proteínas não apresentem 
similaridade de sequência aparente. Na VLDL, o domínio 
de ligação ao receptor da apoB-100 não está disponível para 
ligar-se ao receptor, mas torna-se exposto após a transforma- 
ção da VLDL em LDL. 

e. A HDL transporta colesterol dos tecidos para o fígado 
A FIDL desempenha essencialmente a função oposta à da 
LDL: remove o colesterol dos tecidos. A HDL é formada no 
plasma a partir de componentes obtidos, na sua maioria, da 
degradação de outras lipoproteínas. A HDL circulante pro- 
vavelmente adquire seu colesterol extraindo-o das membranas 
plasmáticas, e converte-o em ésteres de colesteril pela ação da 
LCAT, uma enzima ativada pela apoA-L A HDL funciona 
portanto como um garimpeiro de colesterol. 

O fígado é o único órgão capaz de eliminar quantidades 
significativas de colesterol (pela conversão em ácidos biliares; 
Seção 25.6C). Isso ocorre pela atuação do RLDL e de um re- 
ceptor específico para HDL, chamado SR-BI (de scavenger 
receptor classB type í). Metade da VLDL, após ter sido de- 
gradada a IDL e LDL, é captada pelo fígado pela endocitose 
mediada por receptor (Fig. 12.86, à direita). Os hepatócitos 
(as células do fígado), contudo, captam ésteres de coleste- 
ril da HDL por um mecanismo completamente diferente: a 
HDL ligada ao SR-BI transfere seletivamente os seus éste- 
res de colesteril para a célula. A HDL sem lipídeos então 
dissocia-se da célula e retorna à circulação. 

C. Disfunção Upoproteica na aterosclerose e na doença 
de Alzheimer 

A aterosclerose, a forma mais frequente de arteriosclerose 
(endurecimento das artérias), é caracterizada pela presença 
de ateromas (do grego: athera, mingau), espessamentos arte- 
riais que, ao serem seccionados, mostram um depósito ama- 
relado e pastoso feito quase somente de ésteres de colesteril 
(Fig. 12.93). 

A aterosclerose é uma doença progressiva que se inicia 
com depósitos de lipídeos no interior das células da muscula- 
tura lisa da parede interna das artérias. Essas lesões acabam 
transformando-se em placas calcificadas fibrosas que redu- 
zem a luz das artérias, podendo mesmo bloqueá-las. A con- 
sequente rugosidade da parede arterial induz a formação de 
coágulos sanguíneos, que também podem ocluir as artérias. 
A parada do fluxo sanguíneo, conhecida como infarto, causa 
a morte dos tecidos privados do sangue. Embora os ateromas 
possam ocorrer em muitas artérias diferentes, eles são mais 
frequentes nas artérias coronárias, que irrigam o coração. 
Isso resulta em infartos do miocárdio ou “ataques do cora- 
ção”, que constituem a causa mais frequente de morte nos 
países ocidentais industrializados. 

a. Deficiência de receptores de LDL resulta em aterosclerose 
O desenvolvimento da aterosclerose está fortemente corre- 
lacionado com o nível de colesterol plasmático. Isso é par- 
ticularmente evidente em indivíduos com hipercolestero- 
lemia familiar (HF). Os indivíduos homozigotos para essa 
doença têm níveis tão altos de LDL, rica em colesterol (o 
que é frequentemente referida como colesterol “mau”), em 
seu plasma que chegam a apresentar valores plasmáticos de 
colesterol de três a cinco vezes maiores do que o nível médio 
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FIGURA £2.93 Uma placa aterosclerótica em uma artéria 
coronária. O vaso está muito espessado como resultado do 
acúmulo de lipídeos e ativação de processos inflamatórios. (© 
Eye of Science/Photo Researchers.) 

de 175 mg • 100 mL" 1 . Essa situação resulta em deposição 
de colesterol na pele e nos tendões, sob a forma de nódulos 
amarelos, conhecidos como xantomas. Contudo, nos homo- 
zigotos, dano muito maior é causado pela formação rápida 
de ateromas, que podem causar morte precoce por infarto 
do miocárdio aos 5 anos. Os heterozigotos, que compreen- 
dem 1 pessoa em 500, são afetados menos severamente, 
desenvolvendo sintomas de doença das artérias coronárias 
após os 30 anos. 

Células isoladas de indivíduos homozigotos para HF 
são totalmente desprovidas de RLDL funcional, enquanto 
as obtidas de heterozigotos possuem a metade da quantida- 
de normal desses receptores. Por isso , os homozigotos, e em 
menor proporção os heterozigotos, são incapazes de utilizar 
o colesterol das LDLs. Suas células devem sintetizar a maior 
parte do colesterol que necessitam. Os altos níveis de LDL 
plasmático nesses indivíduos é o resultado de duas causas 
relacionadas: 

1. T axa de degradação reduzida devido à falta do RLDL. 

2. Taxa de síntese aumentada a partir de IDL devido à in- 
capacidade do RLDL em captar IDL. 

Foram descobertas mais de 1.000 mutações no RLDL 
que causam HF. Esses mutantes foram agrupados em cinco 
classes dependendo da natureza do defeito que causam no 
funcionamento do RLDL (Fig. 12.91): (1) falha na produção 
de quantidades detectáveis de proteína; (2) falha parcial ou 
total no transporte para a membrana plasmática; (3) redução 
na interação com o ligante; (4) falha no direcionamento para 
as cavidades revestidas por clatrina e na internalização; e (5) 
defeitos na liberação e na reciclagem do ligante. Os mutantes 
da classe 4 são causados por mudanças nas assim chamadas 
sequências de classificação do RLDL, NPXR, no seu domí- 
nio citoplasmático, que se liga à AP2 nas cavidades revesti- 
das por clatrina. 

A ingestão a longo prazo de uma dieta rica em gordura 
e em colesterol tem um efeito semelhante à HF embora me- 
nos severo. Um nível intracelular alto de colesterol suprime 
a síntese do RLDL (Seção 25.6Bb), reduzindo desta for- 


ma a quantidade de LDL que a célula capta da circulação. 
Portanto, o excesso de colesterol da dieta, entregue aos teci- 
dos pelos quilomícrons contribui para os altos níveis plasmá- 
ticos de LDL. 

b. Os receptores garimpeiros captam LDL oxidada 
As placas ateroscleróticas dos indivíduos com HF contêm 
macrófagos (um tipo de célula branca do sangue que capta 
e, se possível, destrói uma variedade de substâncias, tanto 
estranhas como endógenas) que possuem uma quantidade 
tão alta de colesterol que são conhecidas como células es- 
pumosas. De que forma os macrófagos captam colesterol? 
Essas células, sejam de indivíduos normais ou de portadores 
de HF, têm poucos RLDLs e por isso captam pouca LDL na- 
tiva. Contudo, elas captam avidamente LDL quimicamente 
modificado pela acetilação de seus resíduos de lisina (o que 
elimina as cargas positivas dessas cadeias laterais, aumentan- 
do as cargas negativas da LDL). Os receptores da superfície 
do macrófago que ligam LDL ace tilada são conhecidos como 
receptores garimpeiros, pois também ligam outras moléculas 
polianiônicas. 

Os receptores garimpeiros captam avidamente LDL 
oxidada. Os ácidos graxos insaturados da LDL são alta- 
mente suscetíveis à oxidação química, mas são protegidos 
por antioxidantes no sangue. No entanto, presume-se que 
esses antioxidantes estejam exauridos quando a LDL é 
mantida no interior das paredes arteriais por um tempo 
mais longo (onde, acredita-se, chegam como resultado de 
injúria do revestimento da artéria e vazamento de plasma 
para dentro da parede arterial). Como consequência, os 
radicais de oxigênio convertem os ácidos graxos insatu- 
rados em aldeídos e óxidos, que reagem com os resíduos 
de lisina, mimetizando uma acetilação. A LDL ingerida é 
degradada como descrito anteriormente e seu colesterol 
é convertido em ésteres de colesteril, que se acumulam 
como resíduos insolúveis. 

O significado fisiológico desse cenário foi demonstrado 
pelas observações de que anticorpos contra resíduos de lisina 
conjugados a aldeídos reconhecem placas ateroscleróticas, 
que LDLs de placas ateroscleróticas se ligam a receptores 
garimpeiros e produzem células espumosas in vitro, e que an- 
tioxidantes inibem aterosclerose em coelhos portadores de 
uma doença animal equivalente à HF. Deve ser mencionado 
que a fumaça do tabaco oxida a LDL, o que pode explicar 
por que o fumo leva a um aumento da incidência de ateros- 
clerose. Altos níveis plasmáticos de LDL também aceleram 
sua captação. 

Se esse modelo de formação de ateroma estiver correto, 
o nível plasmático ótimo de LDL é a concentração mais baixa 
que pode suprir de forma adequada as células de colesterol. 
Tal nível, que se imagina ser de —25 mg de colesterol por 100 
mL" 1 de plasma, ocorre em várias espécies de mamíferos que 
não são naturalmente suscetíveis à aterosclerose, bem como 
em humanos recém-nascidos. Já o nível plasmático de LDL 
em homens adultos ocidentais é, em média, 7 vezes mais alto 
do que o nível supostamente ótimo. As razões para um nível 
tão alto não são bem compreendidas (ver a seguir), embora 
sej a claro que é afetado pela dieta e por estresse ambiental. 
As estratégias médicas para a redução do colesterol plasmã- 
dco são consideradas na Seção 25.6Bd. 
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c. A aterosclerose é uma doença multifatorial 
Estudos epidemiológicos indicam que os altos níveis plasmá- 
ticos de HDL ( que é frequentemente referido como colesterol 
“bom”) estão correlacionados fortemente a uma incidência 
baixa de doença cardiovascular. As mulheres apresentam ní- 
veis de HDL mais altos do que os homens e também menos 
doença cardíaca. Muitos dos fatores que reduzem a incidên- 
cia de doença cardíaca também tendem a aumentar os níveis 
de HDL. Esses incluem exercício intenso, perda de peso, 
determinadas drogas como o álcool, e hormônios femininos 
como os estrogênios (Seção 19.1Gb). Em contraposição, o 
fumo está inversamente relacionado com a concentração de 
HDL. Curiosamente, em populações com uma incidência 
muito baixa de doença coronária, as concentrações tanto de 
HDL como de LDL são baixas. Não são conhecidas as razões 
para esses efeitos variados. 

Em humanos existe também uma correlação inversa en- 
tre o risco de aterosclerose e os níveis plasmáticos de apoA-I, 
a principal proteína componente da HDL e que é necessária 
para sua formação. Para investigar se a apoA-I tem um efeito 
antiaterogênico direto, camundongos de uma linhagem que 
desenvolve estrias gordurosas, nos grandes vasos sanguíneos, 
induzidas pela dieta foram modificados geneticamente para 
expressar altos níveis plasmáticos de apoA-I humana (estrias 
gordurosas são precursores das placas ateroscleróticas, que 
os camundongos não chegam a formar porque têm uma vida 
muito curta). Esses camundongos transgênicos ficam prote- 
gidos significativamente do desenvolvimento das estrias gor- 
durosas. Já os camundongos transgênicos que superexpres- 
sam a apoA-II murina, outra proteína importante da HDL, 
desenvolvem mais e maiores lesões do que os não transgê- 
nicos. Uma vez que os níveis plasmáticos de HDL estão sig- 
nificativamente elevados nesses camundongos transgênicos, 
parece que tanto a composição quanto o nível plasmático de 
HDL são mediadores ateroscleróticos importantes. De for- 
ma similar, camundongos transgênicos que expressam altos 
níveis de apo-E ou de RLDL humanos resistem à elevação 
dos níveis plasmáticos de LDL que seria provocada por uma 
dieta rica em colesterol, enquanto os camundongos que tive- 
ram silenciado o gene que codifica apo-E desenvolvem rapi- 
damente lesões ateroscleróticas. 

A proteína que transfere ésteres de colesteril (PTEC) é 
uma proteína plasmática que faz troca de lipídeos neutros (p. 
ex., ésteres de colesteril e triacilgliceróis) entre lipoproteínas, 
funcionando de forma análoga às proteínas que trocam fos- 
folipídeos (Seção 12.4Ab). Uma vez que a VLDL e a LDL 
são ricas em triacilgliceróis, enquanto a HDL é rica em és- 
teres de colesteril (Tabela 12.6), a PTEC atua no transporte 
de ésteres de colesteril das HDLs para as VLDLs e LDLs (e 
dos triacilgliceróis na direção oposta). Consequentemente, 
os animais que expressam PTEC têm níveis mais altos de 
colesterol nas suas VLDLs e LDLs e níveis mais baixos 
nas suas HDLs do que os animais que não a expressam. 
Camundongos de uma linhagem que normalmente apresenta 
pouca ou nenhuma atividade de PTEC foram modificados 
geneticamente para expressar PTEC e alimentados com uma 
dieta aterogênica (grande quantidade de gordura e de coles- 
terol) . Esses animais transgênicos desenvolveram lesões ate- 
roscleróticas muito mais rapidamente do que os animais não 
transgênicos que receberam a mesma dieta. Como os dois 


tipos de animais têm níveis plasmáticos de colesterol total 
similares, esses resultados sugerem que a formação de lesões 
ateroscleróticas é mais uma função de como o colesterol está 
distribuído entre as lipoproteínas do que dos seus níveis plas- 
máticos totais. 

O risco elevado de aterosclerose em humanos também 
está associado a níveis plasmáticos elevados da lipoproteína 
Lp(a), uma variante da LDL na qual a apoB-100 está firme- 
mente associada com a proteína plasmática apo(a), de 4.259 
resíduos. Os roedores e a maioria dos mamíferos não pri- 
matas não possuem o gene da apo(a). No entanto, camun- 
dongos transgênicos para a apo(a) humana desenvolvem 
rapidamente estrias gordurosas quando alimentados com 
uma dieta rica em gordura (semelhante à dieta da população 
dos países ocidentais industrializados). A apo(a) consiste 
principalmente em segmentos repetidos homólogos ao plas- 
minogênio, uma proteína plasmática que, quando ativada, 
hidrolisa coágulos sanguíneos (Seção 35.1Fa). A função nor- 
mal da apo(fl) nos humanos é desconhecida, embora exista 
a hipótese que ela participe na recuperação de lesões dos 
vasos sanguíneos. 

d. A doença de Tangter elimina a síntese de HDL 

A maioria das células não consome colesterol convertendo- 
-o em hormônios esteroides ou ácidos biliares, por exem- 
plo, mas todas as células requerem colesterol para manter 
a fluidez da membrana. O colesterol que sobra pode ser 
esterificado pela ação da ACAT e armazenado como éste- 
res de colesterol em depósitos intracelulares. O colesterol 
também pode ser eliminado das células por um mecanismo 
esclarecido por meio de estudos de indivíduos com doença 
de Tangier. Nesta doença genética recessiva, não é produ- 
zido quase nenhum HDL, porque as células têm uma pro- 
teína de transporte defeituosa, conhecida como proteína Al 
de ligação ao cassete de ATP ( ATP-cassette binding protein 
Al (ABCAl). Nos indivíduos normais, a ABCAl funciona 
como uma flipase (Seção 12.4Aa) que transfere colesterol, 
ésteres de colesteril, e outros lipídeos da camada interna da 
membrana plasmática para a externa, de onde estes com- 
postos são capturados pela apolA-I para formar HDL. As 
células sem ABCAl não conseguem descartar seu excesso 
de colesterol e por isso acumulam ésteres de colesteril no 
citoplasma. Os macrófagos assim repletos de lipídeos con- 
tribuem para o desenvolvimento da aterosclerose e os indi- 
víduos com a doença de Tangier consequentemente exibem 
sintomas semelhantes àqueles da HF. 

e. A apoE4 está envolvida na doença cardiovascular e na 
Doença de Alzheimer 

Existem três variantes alélicos comuns para a apoE em huma- 
nos: apoE2 (que ocorre em 15% da população), com cisteína 
nas posições 112 e 158; apoE3 (com ocorrência de 78%), na 
qual esses resíduos são, respectivamente, cisteína e argini- 
na (a Fig. 12.92 mostra a estrutura da apoE3, com o resíduo 
112 em magenta e o resíduo 158 em branco); e apoE4 (com 
ocorrência de 7%), na qual esses dois resíduos são arginina. 
Essas diferenças têm significado médico: a apoE3 tem prefe- 
rência em se Ügar à HDL, enquanto a apoE4 tem preferência 
por VLDL, que é provavelmente a razão pela qual a apoE4 
está relacionada com concentrações plasmáticas elevadas 
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de VLDL e com risco aumentado de doença cardiovascular. 
Alterações no domínio N-terminal da apoE, evidentemente, 
podem afetar a função do seu domínio C-terminal de ligação 
à lipoproteína. 

Conforme visto na Seção 9.5B, a apoE4 está associa- 
da também com incidência muito aumentada (16 vezes) da 
doença de Alzheimer (DA). Essa observação talvez seja 
menos surpreendente quando se percebe que a apoE é ex- 
pressada em determinadas células nervosas e está presente 
no fluido cerebrospinal, onde atua na mediação do trans- 
porte de colesterol, da mesma forma como o faz no plasma 
sanguíneo (o colesterol é abundante na membrana plasmá- 
tica das células nervosas, que realizam a neurotransmissão; 
Seção 20.5B). 

O tecido cerebral das vítimas da DA mostra nume- 
rosas placas amiloides extracelulares, que consistem em 
depósitos fibrilares do peptídeo amiloide (3 (Ap), oriundo 
da proteólise da proteína amiloide precursora que ocorre 
normalmente (Seção 9.5B). As placas amiloides parecem 
ser os agentes patogênicos da DA. Ensaios imunoquími- 
cos indicam que a apoE está associada às placas amiloi- 
des. Experimentos in vitro demonstram que tanto a apoE3 
como a apoE4 formam complexos estáveis em SDS com o 
peptídeo A [3 que, após longo tempo de incubação, agre- 
gam e precipitam como uma matriz de fibrilas que lembra 
muito a das placas amiloides. A apoE4 forma esse comple- 
xo de forma mais efetiva do que a apoE3, produzindo uma 
matriz mais densa e mais extensa. 

A comparação das estruturas por raios X da apoE4, e 
da apoE3 mostra que existem diferenças muito pequenas nas 
suas estruturas primárias, e que estão restritas à vizinhan- 
ça imediata aos seus sítios diferentes (resíduo 112: Cys em 
apoE3 e Arg em apoE4) . As únicas duas cadeias laterais em 
apoE4 que sofrem alterações de conformação quando com- 
paradas a apoE3 são Glu 109 que, no caso de apoE4, faz uma 
rotação para formar uma ponte salina com a Arg 112, e a 
Arg 61 (em cor de laranja na Fig. 12.92), a qual faz contato 
com a Cys 112 em apoE3, mas em apoE4 move-se na direção 
oposta para acomodar a nova ponte salina. Assim, tanto Glu 
109 como Arg 61 são candidatos a mediadores nas diferen- 
ças funcionais observadas entre apoE3 e apoE4. Contudo, a 
substituição mutagênica de Glu 109 por Ala na apoE3 não 
altera significativamente sua preferência em se ligar à HDL 


em relação à VLDL. Em contraste, a substituição da Arg 
61 por Thr na apoE4 confere a essa proteína uma preferên- 
cia por HDL, em relação à VLDL, semelhante à da apoE3. 
Claramente, a posição da Arg 61 é crítica na determinação 
da preferência da apoE por HDL/ VLDL. Essa hipótese é 
apoiada pela observação que o resíduo 61 nas 10 apoEs de 
outras espécies cuj as sequências são conhecidas é invariavel- 
mente Thr. Nenhuma dessas espécies apresenta a patologia 
completa da DA, embora ainda não tenha sido demonstrado 
que a Arg 61 realmente contribua para a ligação diferencial 
da apoE3 e da apoE4 ao peptídeo A|3. 

f. A apoE2 tem baixa afinidade pelo receptor LDL 
A apoE2 liga-se ao RLDL com somente 0,1% da afinidade 
mostrada pela apoE3 ou pela apoE4. Assim, a presença de 
apoE2 é a causa básica da hiperlipoproteinemia familiar tipo 
IO, que é caracterizada pelos níveis plasmáticos elevados de 
colesterol e de triglicerídeos, consequentemente acelerando 
a doença arterial coronária. 

O defeito na ligação da apoE2 ao RLDL é causado pela 
substituição da Arg 158 por Cys em uma posição (em cinza na 
Fig. 12.92) que fica fora da região previamente identificada de 
ligação ao receptor, ou seja, resíduos de 136 a 150 (localiza- 
dos na metade inferior da hélice C-terminal na Fig. 12.92). Na 
apoE3, o Asp 154 forma uma ponte salina com a Arg 158 (que 
está situada uma volta mais adiante ao longo da hélice a) . Na 
apoE2 essa ponte não se pode formar, uma vez que a Arg 158 
é substituída por Cys. Ao invés disso, como revela a estrutu- 
ra por raios X da apoE2, o Asp 154 forma uma ponte salina 
com a Arg 150 (que está situada uma volta atrás na hélice a), 
alterando a conformação da cadeia lateral desse resíduo de 
ligação ao RLDL. De fato, o rompimento dessa ponte salina 
anormal pela substituição mutagênica da Asp 154 por Ala na 
apoE2 restaura a afinidade pelo receptor a um nível próximo 
do normal. 

Os indivíduos com a hiperlipoproteinemia tipo III são 
particularmente responsivos à dieta hipocalórica pobre em 
gordura e à redução do peso corporal. Por isso, postula-se 
que a composição lipídica alterada das lipoproteínas pro- 
duzidas sob esse regime faz as quantidades significativas de 
apoE2 adotar uma conformação ativa, conduzindo a taxas 
normais, ou próximas do normal, de remoção de lipoproteí- 
nas da circulação. 


RESUMO DO CAPÍTULO 


1 Classificação dos lipídeos Ácidos graxos são ácidos carboxíli- 
cos de cadeia longa que podem ter uma ou mais ligações duplas, que 
em geral são cis. Seus ânions são moléculas anfifflicas que formam 
micelas na água. Os ácidos graxos são componentes dos lipídeos, 
raramente ocorrendo em forma livre na natureza. A classe mais 
abundante de lipídeos, os triacilgliceróis ou gorduras neutras, são 
moléculas apoiares que constituem a principal reserva nutricional 
dos animais. Os lipídeos que ocorrem nas membranas são os fos- 
folipídeos, os esfingolipídeos e, nos eucariotos, o colesterol ou es- 
teroides similares. Os esfingolipídeos, tais como os cerebrosídeos e 
os gangliosídeos, possuem grupos polares glicídicos complexos que 
atuam como marcadores de reconhecimento em vários processos 
biológicos. 

2 Propriedades dos agregados lipídicos A forma da molécula 
dos lipídeos de membrana permite que se agreguem em solução 


aquosa formando bicamadas. Estas produzem vesículas fechadas, 
conhecidas como lipossomos, que são úteis como modelos de mem- 
brana e como sistemas de distribuição de fármacos. As bicamadas 
são essencialmente impermeáveis a moléculas polares, com exceção 
da água. Da mesma forma, o movimento de ponta-cabeça dos lipí- 
deos na bicamada é um evento extremamente raro. Por outro lado, 
acima de suas temperaturas de transição, as bicamadas comportam - 
-se como fluidos bidimensionais, nos quais as moléculas dos lipídeos 
difundem-se livremente no plano da bicamada. O colesterol reduz a 
fluidez da membrana e amplia o intervalo de temperatura da tran- 
sição ordem-desordem por interferir com a distribuição organizada 
das cadeias laterais dos ácidos graxos. 

3 ^lembrarias biológicas As membranas biológicas contém 
uma alta proporção de proteínas. As proteínas integrais, como 
por exemplo a bacteriorrodopsina, o centro reator fotossintético, 
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as porinas e a ácido graxo amida hidrolase, possuem regiões com 
superfícies apoiares que se associam hidrofobicamente com o cer- 
ne da bicamada. As proteínas periféricas, como o citocromo c, por 
exemplo, ligam-se a proteínas integrais na superfície da membrana 
ou a grupos carregados de fosfolipídeos através de interações pola- 
res. Proteínas integrais de membrana específicas estão invariavel- 
mente associadas a um lado particular da membrana ou, se forem 
proteínas transmembrana, têm somente uma orientação. As proteí- 
nas ligadas a lipídeos possuem grupos isoprenóis, acil-graxos e/ou 
glicosilfosfatidilinositóis (GPI) em ligação covalente e que servem 
para ancorar essas proteínas às membranas e para mediar interações 
proteína-proteína. De acordo com o modelo do mosaico fluido para 
a estrutura da membrana, as proteínas integrais lembram icebergs 
flutuando em um mar lipídico bidimensional. Essas proteínas estão 
distribuídas ao acaso na membrana, conforme se pode observar pe- 
las técnicas de criofratura e de crioentalhe. Determinados lipídeos 
e/ou proteínas podem formar agregados específicos em uma das lâ- 
minas da membrana. 

O citoesqueleto dos eritrócitos é responsável pela forma, fle- 
xibilidade e fluidez da célula vermelha. A espectrina, a principal 
proteína constituinte do citoesqueleto, é um heterotetrâmero (aj3) 2 
vermiforme que forma ligações cruzadas com oligômeros de actina 
e proteína da banda 4,1. A rede proteica resultante está ancorada na 
membrana pela associação da espectrina com a anquirina, que, por 
sua vez, se liga à proteína da banda 3, uma proteína transmembrana 
que forma um canal iônico. 

A superfície dos eritrócitos ostenta os diferentes antígenos dos 
grupos sanguíneos. Os antígenos do sistema ABO diferem no açú- 
car da extre m idade não redutora. Os elementos do grupo sanguíneo 
ABO ocorrem na membrana plasmática de muitas células e nas se- 
creções de muitos indivíduos. 

As junções comunicantes são formadas por tubos proteicos 
hexagonais transmembrana que permitem a comunicação entre cé- 
lulas adjacentes. O canal central, que se fecha quando os níveis de 
Ca intracelular estão elevados, permite a passagem de pequenas 
moléculas e íons, mas não de macromoléculas, de uma célula para 
a outra. Cada uma das subunidades de conexina dos dois conexons 
hexaméricos que formam a junção comunicante possui quatro héli- 
ces transmembrana. 

As toxinas bacterianas formadoras de canal, como as a-he- 
molisinas, formam oligômeros na superfície externa da membrana 
plasmática das células-alvo. Elas se inserem na bicamada formando 
poros, através dos quais ocorre o vazamento de pequenas moléculas 
e de íons, matando a célula. 

4 Montagem da membrana e direcionamento das proteínas 

As membranas novas são geradas pela expansão das membranas 
velhas. Os lipídeos são sintetizados por enzimas ligadas à mem- 
brana, sendo depositados em um dos lados da membrana. Eles mi- 
gram para o outro lado pelo processo de ponta-cabeça, catalisado 
por flipases ligadas à membrana e por transladases de fosfolipíde- 
os. Nos eucariotos, os lipídeos são transportados entre diferentes 
membranas através de vesículas Mpídicas ou por proteínas trocado- 
ras de fosfolipídeos. 

Na rota de secreção, as proteínas transmembrana e as proteí- 
nas destinadas à secreção são sintetizadas nos ribossomos contendo 
uma sequência-sinal N-terminal. O peptídeo-sinal é ligado a uma 
partícula de reconhecimento de sinal que contém RN A (PRS), a 
qual interrompe então a síntese do polipeptídeo. O complexo ri- 
bossomo-PRS liga-se então ao receptor da PRS, que está comple- 
xada ao translocon na membrana do retículo endoplasmãtico (RE), 
e retoma a síntese do polipeptídeo após a hidrólise de GTP pela 
PRS e receptor da PRS. Logo que a proteína destinada à secreção 
passa para a luz do RE através do translocon, seu peptídeo-sinal é 
removido por uma peptidase-sinal residente do RE, seu dobramen- 
to é facilitado por interações com chaperonas do RE, como a BiP, 
e seu processamento pós-traducional, essencialmente excisão do 


peptídeo-sinal e glicosilação, é iniciado. As proteínas integrais, cujos 
segmentos transmembrana (TM) possuem sequências-sinal de anco- 
ramento, também entram no translocon, o qual acomoda esses seg- 
mentos lateralmente na membrana do RE. A orientação das hélices 
TM nas membranas geralmente obedece a regra do positivo-dentro. 
Algumas proteínas são totalmente sintetizadas no citoplasma antes 
de serem transladadas para dentro do RE. 

As proteínas são transferidas entre o RE, o aparelho de Golgi 
(onde acontece o processamento pós-traducional) e seus destinos 
finais por meio de vesículas membranosas recobertas por clatrina, 
COPI e COPII. As vesículas recobertas por clatrina também parti- 
cipam na endocitose. As gaiolas poliédricas de clatrina são forma- 
das por trisquélios, que são trímeros de cadeias pesadas, cada um 
deles ligado a uma cadeia leve. A formação dessas vesículas é ini- 
ciada pela ação de ARNO, um fator de troca de nucleotídeos de 
guanina (GEF) que induz a GTPase ARF1 a trocar seu GDP por 
GTP e logo após insere seu grupo miristoil na membrana. A ARF1 
• GTP recruta então proteínas adaptadoras, como PAI e PA2, que 
ligam, simultaneamente, as cadeias pesadas da clatrina e as proteí- 
nas TM que são proteínas a serem transportadas ou são receptores 
para proteínas solúveis a serem transportadas dentro da vesícula. 
A formação da gaiola de clatrina orienta o brotamento da vesícula, 
mas é necessária a ação da dinamina GTPase para que a vesícula de 
fato se separe de sua membrana original. Logo após sua separação, a 
vesícula perde sua cobertura por um processo mediado pela chape- 
rona Hsc70. As vesículas recobertas por COPI e COPII passam pelo 
mesmo processo, embora não necessitem de uma proteína do tipo 
dinamina para separá-las da membrana original. Os componentes 
Secl3/31 das vesículas recobertas por COPII formam gaiolas cubo- 
-octaédricas. Os receptores nessas vesículas recobertas ligam-se a 
suas proteínas- alvo através de sinais específicos, como o grupo da 
manose-6-fosfato que orienta as proteínas para o lisossomo, ou a se- 
quência KDEL, que recupera, a partir do Golgi ou do RE, proteínas 
normalmente residentes no RE. 

A fusão de uma vesícula com a sua membrana-alvo é inicia- 
da quando a proteína Rab, uma pequena GTPase, induz a amar- 
ração frouxa das duas membranas. A vesícula é então ancorada 
mais firmemente à membrana através de interações entre as suas 
R-SNAREs e as Q-SNAREs da membrana-alvo. Nos neurônios, 
as vesículas sinãpticas são ancoradas na membrana pré-sináptica 
pela associação da R-SNARE sinaptobrevina (VAMP) com as 
Q-SNAREs sintaxina e SNAP-25, formando um feixe de 4 hélices. 
Essas SNAREs neuronais são destruídas de forma específica pelas 
neurotoxinas tetânica e botulínica. As etapas de fusão da bicamada 
provavelmente ocorrem como resultado de tensão mecânica gerada 
pela formação de vários complexos SNARE no sítio de fusão. A 
proteína neuronal SM nSecl liga-se à sintaxina com alta afinidade, 
de modo a impedir a formação do complexo SNARE. A proteína 
Rab, e/ou seus efetores, aparentemente induzem a liberação da sin- 
taxina da nSecl, permitindo assim a formação do complexo. Após 
a fusão da vesícula, o complexo precisa ser dissociado para ser re- 
ciclado. Isso ocorre pela atuação da chaperona NSF dependente de 
ATP, a qual se liga ao complexo SNARE por intermédio da pro- 
teína SN AP. 

As proteínas mitocondriais codificadas no núcleo são sintetiza- 
das por ribossomos citoplasmáticos e entram na mitocôndria após a 
tradução completa. As proteínas só podem atravessar a membrana 
se estiverem desdobradas e, por isso, devem sofrer primeiro des- 
dobramento com o auxílio de chaperonas impulsionadas por ATP, 
como a Hsp70 e o fator estimulador de importação mitocondrial. As 
proteínas destinadas à matriz passam pela membrana externa atra- 
vés do complexo TME, que reconhece a sequência sinal N-terminal 
da proteína anfipática e carregada positivamente. A pré-sequência 
N-terminal atravessa então o espaço intermembrana e encontra um 
complexo TMI23, que a translada para a matriz através da mem- 
brana interna. Esse último processo é impulsionado pelo potencial 
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de membrana da mitocôndria, que atrai eletroforeticamente, para 
a matriz, as pré-sequências com cargas positivas, e pela chaperona 
mtHsp70 impulsionada por ATP, que se liga ao Tmi44 na matriz 
e puxa a proteína desdobrada para a matriz via um mecanismo de 
catraca Browniana. A peptidase de processamento da matriz remo- 
ve então a sequência sinal N-terminal da proteína que, a seguir, se 
dobra na sua conformação nativa, o que é facilitado por uma bate- 
ria de chaperonas, incluindo mtHsp70 e Hsp60/Hspl0. As proteínas 
carreadoras de metabólitos, que são desprovidas de pré -sequências 
N-terminais mas acomplexo Tmi9 e Tmilü, que as insere lateral- 
mente na membrana mitocondrial interna. Muitas proteínas TM 
que ocupam a membrana interna são inseridas lá a partir da matriz 
pela proteína Oxal, uma rota indireta que é uma reminiscência da 
evolução da mitocôndria a partir de uma bactéria gram-negativa. Da 
mesma forma, as proteínas que formam barris 3 são transladadas 
pelo complexo TME para o espaço intermembrana e depois inseri- 
das na membrana externa pelo complexo MSM. 

5 Lipoproteínas Os lipídeos são transportados na circulação 
por lipoproteínas plasmáticas. Essas são essencialmente gotas de 
triacilgliceróis e ésteres de colesterol recobertas por uma mono- 
camada de fosfolipídeos, colesterol e apolipoproteínas. As héli- 
ces anfifílicas das apolipoproteínas flutuam na superfície da lipo- 


proteína em contato hidrofóbico com o seu interior lipídico. Os 
quilomícrons e as VLDLs atuam no transporte, respectivamente, 
de triacilgliceróis e de colesterol, do intestino e do fígado para os 
tecidos. A HDL transporta colesterol principalmente dos tecidos 
para o fígado, o único órgão capaz de eliminar grandes quantida- 
des de colesterol. Os triacilgliceróis dos quilomícrons e das VLDLs 
são degradados pela lipase lipoproteica que reveste os capilares. 
A LDL, o produto de degradação da VLDL que contém coleste- 
rol, liga-se aos receptores de LDL da superfície celular (RLDLs) 
e é captada pelas células por endocitose mediada por receptor. A 
presença de um excesso de colesterol intracelular inibe a síntese 
de RLDL e de colesterol. O excesso de LDL no plasma é a prin- 
cipal causa da aterosclerose, um fenômeno que é particularmente 
evidente em indivíduos com hipercolesterolemia familiar, que não 
têm RLDLs funcionais. O excesso de LDL é oxidado e é captado 
pelos macrófagos que habitam as placas ateroscleróticas por meio 
de seus receptores garimpeiros. A aterosclerose, uma doença mui- 
tifatoriat, também está correlacionada a uma baixa concentração 
de HDL, que funciona como um garimpeiro para colesterol. As va- 
riantes ApoE2 e ApoE4 de ApoE estão implicadas na doença car- 
diovascular, enquanto a apoE4 está implicada também na doença 
de Aizheimer. 
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PROBLEMAS 


1. Explique a diferença dos pontos de fusão entre o ácido trans- 
-oleico (44,5° C) e o ácido ctí-oléico (13,4°C). 

2. Por que os animais que vivem em clima frio em geral possuem, 
em seu tecido adiposo, mais resíduos de ácidos graxos insaturados 
do que os animais que vivem em clima quente? 

*3= Quantos isô meros diferentes de fosfatidilserina, triacilglicerol 
e cardiolipina podem ser sintetizados a partir de quatro tipos de áci- 
dos graxos? 

4. Estime a espessura da camada formada pela colher de chá de 
óleo de Benjamin Franklin na superfície da lagoa Clapham (1 colher 
de chá — 5 mL e 1 acre — 4.047 nr). 

5. “Água dura” contém uma concentração relativamente alta de 
Ca. Explique por que o sabão não é eficiente para lavar nesse tipo 
de água. 

6 Explique por que os hidrocarbonetos puros não formam mo- 
nocamadas na água. 

7. As bolhas de sabão são bicamadas ao avesso; isto é, os grupos 
polares das moléculas anfifílicas, junto com um pouco de água, estão 
em aposição, enquanto suas caudas hidrofóbicas estão estendidas 
para o ar. Explique a base física desse fenômeno. 


8. Descreva a ação dos detergentes na extração de proteínas in- 
tegrais das membranas. Como eles impedem a precipitação dessas 
proteínas? Por que os detergentes suaves, como o Triton X-100, se 
ligam somente a proteínas que formam complexos lipídicos? 

9. A porção transmembrana da glicoforina A (Fig. 12.21) é uma 
hélice a (use as regras de Chou e Fasman, Seção 9.3Aa)? 

10. A simetria das proteínas oligoméricas integrais é restringi- 
da pela exigência que todas suas subunidades devam ter a mesma 
orientação com relação ao plano da membrana. Que simetria essas 
proteínas podem ter? Explique. (A simetria das proteínas é discuti- 
da na Seção 8.5B.) 

11. (a) Quantos resíduos uma hélice a precisa ter para poder per- 
passar a espessura de 30 Â do cerne de uma bicamada lipídica? (b) 
Quantos resíduos uma folha 3 precisa ter para poder perpassar o 
cerne da bicamada se ela estiver em uma inclinação de 30° em re- 
lação ao plano da membrana? (c) Por que a maioria das hélices a e 
das cadeias 3 transmembrana possui mais do que os números míni- 
mos de resíduos? 

12. Explique por que os anticorpos contra o antígeno do grupo 
sanguíneo tipo A são inibidos pela TV-acetilgalactosamina, enquanto 
os anticorpos anti-B são inibidos pela galactose. 
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13. (a) Os indivíduos pertencentes a um determinado tipo sanguí- 
neo do grupo ABO são conhecidos como “doadores universais”, 
enquanto os pertencentes a outro são chamados “receptores univer- 
sais”. Quais são esses tipos? Explique, (b) Os anticorpos estão con- 
tidos no plasma sanguíneo, que é o sangue sem as células brancas e 
vermelhas. Indique as diversas compatibilidades do plasma de um 
indivíduo de um tipo sanguíneo ABO com um indivíduo de um tipo 
sanguíneo ABO diferente, (c) Considerando as respostas às partes a 
e b, por que é possível que exista um doador universal e um receptor 
universal em uma transfusão de sangue total? 

14. Anticorpos anti-H não são normalmente encontrados no san- 
gue humano. Todavia, eles podem ser produzidos em animais inje- 
tados com sangue humano. Como se espera que esses anticorpos 
reajam com tecidos de indivíduos dos tipos sanguíneos A, B e O? 

15; Thermus aquaticus é uma bactéria termofílica que prolifera 
a temperaturas entre 50° e 80°C. Embora o sulco de ligação ao 
peptídeo-sinal do seu domínio Ffh M seja revestido com grupos 
hidrofó bicos, somente três deles são cadeias laterais de metioni- 
nas. Em contraste, os sulcos de ligação nos organismos mesofílicos 
(aqueles que vivem em temperaturas normais) são revestidos com 
numerosas cadeias laterais de metioninas (11 em E.coli). Além 
disso, uma das faces do sulco de ligação se mostra desordenada 
na estrutura por raios X do domínio M em E.coli, mas está orde- 
nada na de T. aquaticus (ambas as proteínas foram cristalizadas 
a temperatura ambiente). Sugira uma razão para as adaptações 
evolutivas em T. aquaticus. 

16. A neuraminidase do vírus da influenza (Seção 33.4Bd) é uma 
proteína do tipo II na qual três rresiduos de Arg estão localizados 
exatamente antes da extremidade N-terminal de sua sequência-sinal 


de ancoramento. Qual é o provável efeito trocar todos esses resí- 
duos de Arg por Glu? 

*17. Em uma forma geneticamente distinta de hipercolesterolemia 
familiar, a LDL se liga à superfície celular, mas é incapaz de ser in- 
ternalizada por endocitose. A microscopia eletrônica revela que as 
células mutantes têm a quantidade normal de cavidades revestidas, 
mas a LDL conjugada à ferritina não se liga a elas. Ao invés disso, 
a LDL está distribuída uniformemente na superfície celular em vol- 
ta das regiões não revestidas. Aparentemente, as propriedades de 
ligação dos receptores do mutante são normais, mas eles estão no 
lugar errado. O que esses dados sugerem com relação à forma como 
o receptor de LDL é montado dentro das cavidades revestidas? 

18. A Tabela 12.6 indica que as densidades das lipoproteínas au- 
mentam à medida que diminui o diâmetro da partícula. Explique. 

19. Determinados tipos de vírus animais formam-se por brota- 
mento a partir da superfície celular, de modo muito semelhante às 
invaginações das cavidades revestidas para dentro do citoplasma 
para formar as vesículas revestidas durante a endocitose. Em ambos 
os casos, as vesículas membranosas formam-se sobre uma estrutu- 
ra proteica poliédrica. Faça um esboço do brotamento de um vírus 
animal e indique a localização de sua membrana em relação ao seu 
capsídeo proteico. 

20. Por que os quilomícrons não são captados pelos receptores de 
LDL? 

21. A doença de Wolman é causada por um defeito homozigoto 
letal caracterizado por uma deficiência grave na hidrolase do éster 
de colesteril, a enzima que hidrolisa os ésteres de colesteril intrace- 
lulares. Descreva o aspecto microscópico das células dos pacientes 
com doença de Wolman. 


Ribonuclease S 
pancreática bovina 
em complexo com um 
análogo não hidrolizável 

de substrato, o 
áinucleotídeo-fosfonato 
UpcA. 
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1 Perspectiva histórica 

2 Especificidade peio substrato 

A. Estereoespecificidade 

B. Especificidade geométrica 

3 Coenzimas 

4 Regulação da atividade enzimática 

5 Princípios da nomenclatura das enzimas 


Praticamente toda a enorme variedade de reações bioquími- 
cas que constituem a vida é mediada por uma série de ca- 
talisadores biológicos impressionantes, que são conhecidos 
por enzimas. Embora as enzimas estejam sujeitas às mesmas 
leis da natureza que governam o comportamento das demais 
substâncias, elas diferem dos catalisadores químicos comuns 
em muitos aspectos importantes. 

1. Velocidades de reação elevadas. Geralmente as reações 
catalisadas por enzimas têm velocidades de reação de 10 6 a 10 12 
vezes maiores do que as mesmas reações quando não catalisa- 
das e suas velocidades são várias ordens de magnitude maiores 
do que as reações catalisadas por catalisadores químicos. 

2. Condições de reações brandas. As reações catalisadas 
por enzimas ocorrem sob condições relativamente brandas: 
temperaturas abaixo de 100°C, pressão atmosférica e pH 
próximo de neutro. Já a catálise química eficiente, geralmen- 
te, requer temperaturas e pressões elevadas, bem como valo- 
res extremos de pH. 

3. Enorme especificidade de reação. Quando comparadas 
aos catalisadores químicos, as enzimas possuem um grau de 
especificidade muito mais elevado, tanto no que se refere aos 
substratos (reagentes) como aos produtos, isto é, as reações 
enzimáticas raramente formam produtos secundários. Por 
exemplo, na síntese de proteínas pelos ribossomos : Seção 
32.3) são formados peptídeos com muito mais de 1.000 re- 
síduos de aminoácidos totalmente livres de erro. Já na sínte- 
se química de polipeptídeos, reações secundárias e reações 
incompletas limitam o comprimento dos polipeptídeos, que 
podem ser sintetizados com acuidade e rendimentos aceitá- 
veis a —200 resíduos (Seção 7.5B). 

4. Capacidade de regulação. A atividade catalítica da maio- 
ria das enzimas varia em resposta à concentração de outras 
substâncias, além das concentrações de substratos e produtos. 
Os mecanismos desses processos regulatórios incluem contro- 
le alostérico, modificações covalentes das enzimas e variações 
nas quantidades de enzimas que são sintetizadas. A análise das 


notáveis propriedades catalíticas das enzimas leva a uma das 
questões centrais da bioquímica. De que maneira as enzimas 
funcionam? Este é o assunto abordado nesta parte do livro. 

Neste capítulo, depois de uma revisão histórica, será ini- 
ciado o estudo sobre as enzimas com uma discussão sobre dois 
aspectos evidentes da ação das enzimas: o primeiro ilustra a 
maneira como a especificidade das enzimas se manifesta, e o 
segundo exemplifica a regulação da atividade enzimática. Esta 
discussão não será, de maneira alguma, exaustiva, mas servirá 
para ressaltar aspectos de suma importância sobre o mecanis- 
mo das enzimas. Um grande número de exemplos desses fe- 
nômenos será encontrado ao longo do estudo do metabolismo 
(Capítulos 16 a 28). A discussão sobre esses dois aspectos será 
entremeada com considerações sobre o papel dos cofatores das 
enzimas. Este capítulo será encerrado com um pequeno resu- 
mo sobre a nomenclatura das enzimas. No Capítulo 14, o for- 
malismo da cinética enzimática será examinado com mais deta- 
lhes, porque o estudo das velocidades das reações catalisadas 
por enzimas fornece informações que são indispensáveis para 
o entendimento dos mecanismos de ação das enzimas. Por fim, 

0 Capítulo 15 apresenta uma discussão geral sobre os mecanis- 
mos de catálise utilizados pelas enzimas, seguida de um exame 
dos mecanismos de algumas enzimas em particular. 

1 PERSPECTIVA HISTÓRICA 

Em grande parte, a história inicial da enzimologia, o estudo 
das enzimas, se confunde com a própria história da bioquími- 
ca. Essas disciplinas evoluíram j untas a partir das investiga- 
ções feitas no século XIX sobre a fermentação e a digestão. 
Aceita-se amplamente que as pesquisas sobre a fermentação 
começaram em 1810 com a determinação, feita por Joseph 
Gay-Lussac, de que os principais produtos da decomposição 
do açúcar por leveduras são etanol e C0 2 . Jacob Berzelius, 
em 1835, na primeira teoria geral proposta para a catálise 
química, mostrou que um extrato de malte conhecido como 
diastase (agora sabe-se que contém a enzima a-amilase; 
Seção 11.2D) catalisa a hidrólise do amido com mais eficiên- 
cia do que o ácido sulfúrico. Mais ainda, embora os ácidos 
minerais mimetizem o efeito da diastase, eles não são capa- 
zes de reproduzir a maioria das demais reações bioquímicas 
no laboratório, fato que levou Louis Pasteur, na metade do 
século XIX, a propor que o processo de fermentação ocorre- 
ria apenas em células vivas. Assim, como era comum naquela 
época, Pasteur supôs que os sistemas vivos seriam dotados 
de uma “força vital” que permitiria que eles se evadissem das 
leis da natureza que governam a matéria inanimada. Outros, 
entretanto, notavelmente Justus von Liebig, argumentavam 
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que os processos biológicos eram causados pela ação de 
substâncias químicas que então eram conhecidas como “fer- 
mentos”. Na realidade, o nome “enzima” (do grego: en, no + 
zyme, levedura) foi cunhado em 1878 por Friedrich Wilhelm 
Kühne, em uma tentativa de enfatizar que havia alguma 
coisa dentro das leveduras, que não a própria levedura, que 
catalisaria as reações de fermentação. Todavia, foi somente 
em 1897 que Eduard Buchner obteve um extrato de levedura 
livre de células capaz de executar a síntese do etanol a partir 
da glicose (fermentação alcoólica; Seção 17. 3B). 

A descoberta de Emil Fischer, em 1894, de que as en- 
zimas glicolíticas podem diferenciar entre açúcares este- 
reoisômeros levou à formulação da hipótese da chave e fe- 
chadura. A especificidade de uma enzima (a fechadura) por 
seu substrato (a chave ) provém das suas formas geométricas 
complementares. Mesmo assim, até o século XX já estar bem 
avançado, a composição química das enzimas não estava 
firmemente estabelecida. James Sumner, em 1926, ao cris- 
talizar a primeira enzima, a urease do feijão-de -porco, que 
catalisa a hidrólise da ureia em NH 3 e C0 2 , demonstrou que 
esses cristais eram constituídos de proteína. Como a prepa- 
ração de Sumner era algo impura, a natureza proteica das 
enzimas não foi amplamente aceita até a metade da década 
de 1930, quando John Northrop e Moses Kunitz mostraram 
haver uma correlação direta entre as atividades enzimáticas 
de cristais de pepsina, tripsina e quimotripsina e as quantida- 
des de proteínas presentes. Desde então experiências enzi- 
mológicas têm demonstrado amplamente que as enzimas são 
proteínas (embora recentemente foi mostrado que o RNA 
também pode ter propriedades catalíticas, Seção 31.4 Ae). 

Embora a enzimologia como área de estudo tenha uma 
história longa, a maioria dos conhecimentos sobre a natureza 
e as funções das enzimas é fruto do trabalho dos últimos 50 
anos. Somente com o aparecimento das técnicas modernas 
para separação e análise (Capítulo 6) é que o isolamento e 
a caracterização de enzimas deixou de ser uma tarefa monu- 
mental. Foi somente em 1963 que a primeira sequência de 
amino ácidos de uma enzima; da ribonuclease pancreática 
bovina A, foi completamente determinada (Seção 15.1A). 
Apenas em 1965 foi elucidada a primeira estrutura por raios 
X de uma enzima; da lisosima da clara de ovo (Seção 15.2A). 
Desde então, dezenas de milhares de enzimas foram purifica- 
das e caracterizadas em maior ou menor grau. Essa aventura 
da humanidade tem avançado aceleradamente. 


2 ESPECIFICIDADE PELO SUBSTRATO 

As forças não covalentes por meio das quais os substratos e 
outras moléculas ligam-se às enzimas são , em caráter, similares 
às forças que determinam a própria conformação das proteí- 
nas ( Seção 8.4): ambas envolvem interações de van der Waals, 
eletrostáticas e hidrofóbicas e ligações de hidrogênio. De uma 
maneira geral, um sítio de ligação de um substrato consiste 
em uma reentrância ou fenda na superfície da molécula de 
enzima que é, na sua estrutura, complementar ao substrato 
(complementaridade geométrica). Além disso, os aminoáci- 
dos que formam o sítio ativo estão organizados de tal modo 
que interagem especificamente com o substrato de uma ma- 
neira que envolve atração (complementaridade eletrônica; 
Fig. 13.1). As moléculas que diferirem do substrato quanto à 
forma ou à distribuição dos grupos funcionais não se ligarão 




FIGURA 13.1 Complexo enzima-substrato ilustrando a 
complementaridade física e geométrica entre enzima e subs- 
trato. Os grupos hidrofóbicos estão representados por um h 
dentro de um círculo marrom. As linhas tracejadas representam 
as ligações de hidrogênio. 

produtivamente à enzima, isto é, elas não formarão comple- 
xos enzima-substrato que levem à formação de produtos. O 
sítio de ligação ao substrato, de acordo com a hipótese chave e 
fechadura, já existe mesmo na ausência de ligação do substra- 
to ou pode, como é sugerido pela hipótese do ajuste induzido 
(Seção 10.4C), formar-se sobre o substrato à medida que ele 
se liga à enzima. Estudos por raios X indicam que os sítios de 
ligação ao substrato da maioria das enzimas estão em grande 
parte pré-formados, mas a maioria deles apresenta ao menos 
algum grau de ajuste induzido ao se ligar ao substrato. 

A. Estereoespecificidade 

As enzimas são altamente específicas, tanto no que se refere à 
ligação a substratos quirais quanto no que se refere à catálise 
de suas respectivas reações. Esta estereoespecificade exis- 
te porque as enzimas, devido à sua quiralidade própria (as 
proteínas são formadas apenas por L-aminoãcidos), formam 
sítios ativos assimétricos. Por exemplo, a tripsina hidrolisa 
facilmente polipeptídeos compostos de L-aminoácidos, mas 
não polipeptídeos formados por D-aminoãcidos. Da mesma 
maneira, as enzimas envolvidas com o metabolismo da gli- 
cose (Seção 17.2) são específicas para resíduos de D-glicose. 

As enzimas são absolutamente estereoespecíficas para as 
reações que catalisam. Isso foi demonstrado com precisão 
por Frank Westheimer e Birgit Vennesland para o caso da 
álcool-desidrogenase de levedura ( YADH, de yeast alcohol 
dehydrogenase ) . A álcool-desidrogenasse catalisa a intercon- 
versão de etanol a acetaldeído segundo a reação: 

O 

^ YADH li 

CH 3 CH 2 OH + NAD + ; CH 3 CH + NADH + H + 

Etanol Acetaldeído 


Bioquímica 471 


Forma oxidada 


Forma reduzida 



0“P — 0~ 

I 

0 

1 

O — P — O” 

I 

o 



’ Adenosina 


FIGURA 13.2 Estruturas e reações do NAD + e do NADP + . As 

formas reduzidas são NADH e NADPH. Estas substâncias, co- 
letivamente denominadas de coenzimas da nicotinamida ou de 
nudetídeos de piridina (a nicotinamida é um derivado da piridina) 
atuam (como será visto nos próximos capítulos) como carreadores 
intracelulares de equivalentes redutores (elétrons). Observe que 
apenas o anel da nicotinamida é modificado na reação. A redução 
envolve formalmente a transferência de dois átomos de hidrogênio 
(H-) embora uma redução verdadeira possa ocorrer por mecanis- 
mos diferentes. 


X = H Nicotinamida adenina dinucleotídeo (NAD f ) 

X = PO|“ Nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato (NADP *) 


As estruturas do NAD + e NADH estão representadas na 
Fig. 13.2. O etanol, relembrando, é uma molécula pró-quiral 
(ver Seção 4.2C para uma discussão sobre pró-quiralidade) : 


OH 


Hp ro .S C ^pro-R 


Observe que o anel da nicotinamida do NAD também é 
pró-quiral. 

2. Isolando esse NADD e usando-o na reação inversa para 
reduzir acetaldeído normal (com hidrogênio e não deutério), 
o deutério é transferido, quantitativamente, do NADD para 
o acetaldeído, formando o produto etanol: 



Os dois átomos de H metilênicos do etanol podem ser 
discriminados caso a molécula for mantida em algum tipo de 
suporte assimétrico (Fig. 13.3). Os sítios de ligação ao subs- 
trato das enzimas são, sem dúvida, estes suportes, porque eles 
imobilizam os grupos reagentes do substrato na superfície da 
enzima. 

Westheimer e Vennesland elucidaram a natureza este- 
reoespecífica da reação da YADH por meio da seguinte série 
de experimentos: 

1. Caso a reação da YADH seja feita com etanol deutera- 
do, o produto será NADH deuterado: 


CH 3 CD 2 oh 

+ 



CHoCD 

YADH 
^ 







NAD + 


NADD 



FIGURA 13.3 Diferenciação pró-quiral. O ancoramento es- 
pecífico de um centro pró-quiral ao sítio de ligação de uma en- 
zima permite que a enzima diferencie entre grupos pró-quirais. 
Observe: se fosse possível, a ligação da imagem especular da 
molécula pró-quiral aos mesmos três sítios do lado inferior da 
enzima faria com que o grupo H pró _ R continuasse ainda a apon- 
tar para uma posição diferente daquela que permite o ancora- 
mento. 
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ch 3 ch 

+ 


OH 


+ H + 


YADH 


H— C 







CH 3 
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NHo 


NAD 


+ 
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3. Se o enantiômero do CH,CHDOH fosse produzido da 
seguinte maneira: 

O 9H 

I , YADH : . 

CH 3 CD + NADH + H + H + NAD + 

ch 3 


a. A estereoespecifi cidade das desidrogenases dependentes 
de NADH pode ter um significado funcional 

Na exploração do metabolismo que será feita ao longo deste 
livro, será visto um grande número de desidrogenases depen- 
dentes de NADH que atuam para reduzir (ou oxidar) uma 
grande variedade de substratos. Estas várias desidrogenases 
distribuem-se mais ou menos igualmente entre aquelas que 
transferem hidrogénios no pró-R (lado re) e no pró-S (lado 
si) do C4 do NADH (também conhecidas como transferên- 
cias no lado A e no lado B). 



c=o 

/ 

nh 2 


:H 

Adição do 
lado re 


:H“ 

Adição do 
lado si 


H H 



NH 2 


nenhum deutério seria transferido do produto etanol para 
NAD + na reação inversa. 

4. Se, entretanto, esse etanol for convertido ao seu tosilato 
e então invertido pela hidrólise de S N 2 para produzir o etanol 
enantiomérico, 


p -Toluenosulfonil 
cloreto 
(tosil cloreto) 



o deutério seria novamente transferido quantitativamente 
para o NAD 1 na reação da YADH. 

Essas observações, além de demonstrarem que há 
transferência direta de hidrogênio na reação da YADH 
(Experimentos 1 e 2), indicam que a enzima realmente di- 
ferencia entre os hidrogénios pró-S e pró-R do etanol, bem 
como as faces si e re do anel da nicotinamida do NAD 
(Experimentos 2 a 4) . Posteriormente, foi demonstrado, por 
meio de sínteses estereoespecíficas, que a YADH transfere 
o hidrogênio pró-R do etanol para a face re do anel da ni- 
cotinamida do NAD , como está desenhado no diagrama 
anterior. 

De maneira nenhuma, a estereoespecificidade da YADH 
é incomum. À medida que forem consideradas mais reações 
bioquímicas, será visto que praticamente todas as enzimas que 
participam de reações quirais são totalmente estereoespecíficas. 


Assim, apesar do fato de que as transferências, por re- 
moção ou adição de hidrogênio dos lados si e re do anel da 
nicotinamida, formarem produtos quimicamente iguais, uma 
especificidade de transferência peculiar é rigidamente man- 
tida, por meio de classes de desidrogenases que catalisam 
reações similares em diferentes organismos. Além disso, as 
desidrogenases que catalisam reações cujas constantes de 
equilíbrio para seus substratos naturais na direção da redu- 
ção são < 10 ~ u M quase sempre transferem o hidrogênio 
pró-R da nicotinamida, enquanto aquelas desidrogenases 
com constantes de equilíbrio > 10 i0 M geralmente transfe- 
rem hidrogénios pró-S. Por que a evolução manteve essa es- 
tereoespecificade tão assiduamente? Ela é apenas o resulta- 
do de um acidente histórico ou ela serve para alguma função 
fisiológica? 

A transferência de hidrogénios do NADH em uma dada 
reação enzimática quase sempre se dá no lado do anel da ni- 
cotinamida que está em contato com o substrato. Entretanto, 
aceita-se amplamente a suposição de que a estereoespecifi- 
cidade em uma dada classe de desidrogenases decorre sim- 
plesmente de uma escolha aleatória feita nos primórdios da 
história da evolução. Uma fez feita a escolha, ela tornou-se 
fixa, porque o giro do anel da nicotinamida na ligação gli- 
cosídica do NADH poderia resultar, supõe-se, na obstrução 
de resíduos catalicamente essenciais da enzima pelo grupo 
carboxamida do NADH. 

Em um esforço para esclarecer esse assunto, Steven 
Brenner produziu uma YADH mutante que, de acordo 
com a estrutura por raios X da enzima é bastante seme- 
lhante ã álcool-desidrogenase hepática (LADH, de liver 
alcohol dehydrogenase) equina, o que sugere que a face 
si do anel da nicotinamida liga-se à enzima sem interfe- 
rir com a catálise. A enzima mutante resultante (Leu 182 
— > Ala) comete um engano estereoquímico a cada 850.000 
ciclos de catálise, contra uma taxa de erro de um a cada 7 
bilhões de ciclos de catálise da YADH selvagem (enzima 
não mutada). Esse decréscimo de 8.000 vezes na estereo- 
especifidade indica que pelo menos algumas das cadeias 
laterais responsáveis pela estereoespecificidade da YADH 
não são essenciais para a catálise e ainda reforça a ideia 
de que a estereoespecificidade das desidrogenases tem um 
significado funcional. 
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3 CO ENZIMAS 


A estereoespecificidade das enzimas não é especialmente 
surpreendente à luz da complementaridade dos sítios de li- 
gação aos seus substratos. Um substrato com a quiralidade 
errada não se encaixará no sítio de ligação da enzima pelas 
mesmas razões pelas quais a mão direita não entra na luva 
da mão esquerda. Entretanto, além da estereoespecificidade, a 
maioria das enzimas é muito seletiva em relação à identidade 
dos grupos químicos nos seus substratos. Na realidade, essa 
especificidade geométrica é um requisito mais rigoroso que a 
estereoespecificidade. De uma maneira geral, a luva esquer- 
da de uma pessoa pode, mais ou menos, se encaixar nas mãos 
esquerdas de outras pessoas que tenham tamanhos e formas 
um pouco diferentes. 

As enzimas variam consideravelmente quanto ao grau de 
especificidade geométrica. Poucas enzimas têm especificida- 
de absoluta para apenas um único substrato. A maioria das 
enzimas catalisa reações de um número pequeno de com- 
postos relacionados entre si. Por exemplo, a YADH catalisa 
a oxidação de um número pequeno de alcoóis primários e 
secundários aos seus correspondentes aldeídos ou cetonas, 
embora nenhum com tanta eficiência como o etanol. Mesmo 
o metanol e o isopropanol, que diferem do etanol por possui- 
rem apenas um grupo CH 2 a mais ou a menos, são oxidados 
pela YADH a velocidades que são, respectivamente, 25 e 2,5 
vezes menores do que a do etanol. De maneira semelhante, 
o NADP \ que difere do NAD 1 , apenas pela adição de um 
grupo fosfato na posição T do grupo adenosina ribose (Fig. 
13.2), não liga na YADH. No entanto, existem muitas enzi- 
mas que ligam NADP T , mas não NAD \ 

Algumas enzimas, particularmente as enzimas diges- 
tivas, são tão permissivas em aceitar substratos que as suas 
especificidades geométricas são descritas mais propriamente 
como preferências. A carboxipeptidase A, por exemplo, ca- 
talisa a hidrólise das ligações peptídicas C-terminais de qual- 
quer resíduo de aminoácido, exceto Arg, Lys e Pro, caso o 
resíduo precedente não for Pro (Tabela 7.1). Entretanto, a 
velocidade dessa reação enzimática varia conforme os resí- 
duos nas vizinhanças do C-terminal do polipeptídeo (ver Fig. 
7.5). Algumas enzimas não são nem mesmo muito específicas 
quanto ao tipo de reação que catalisam. Assim, a quimotripsi- 
na, além de sua capacidade de mediar a hidrólise de ligações 
peptídicas, também catalisa a hidrólise de ligações éster. 


O 


o 


RC — NHR' + H 2 0 

Peptídeo 


Quimotripsina 


RC 


cr + h 3 nr 


o o 

Quimotripsina 

RC — OR' + H 2 0 RC — CP + HOR' 

Éster * 

H + 

Ademais, o aceptor de grupo acila nas reações catalisa- 
das pela quimotripsina não precisa necessariamente ser água. 
Aminoácidos, alcoóis e amónia também têm essa capacidade. 
É importante perceber, entretanto, que tal permissividade é 
muito mais exceção do que regra. Na verdade, a maioria das 
enzimas intracelulares funciona in vivo (nas células) catalisan- 
do uma determinada reação sobre um substrato específico. 


As enzimas catalisam uma grande variedade de reações quí- 
micas. Os seus grupos funcionais podem facilmente partici- 
par em reações ácido-base, formar certos tipos de Ügações 
covalentes transitórias e tomar parte em interações carga- 
-carga (Seção 15.1). As enzimas são, entretanto, menos adap- 
tadas para catalisarem reações de oxidorredução e muitos 
tipos de processos de transferência de grupos. Apesar de as 
enzimas catalisarem tais reações, elas o fazem, prindpalmen- 
te, em associação com pequenas moléculas, os cofatores, que, 
em essência, funcionam como se fossem os “dentes quími- 
cos” das enzimas. 

Os cofatores podem ser íons metálicos, tais como o Zn 
necessário para a atividade catalítica da carboxipeptidase A, ou 
moléculas orgânicas conhecidas como coenzimas, tal como o 
NAD" na YADH (Seção 13.2A). Alguns cofatores, por exem- 
plo o NAD ", associam-se às enzimas de maneira tão transitória 
que, no fundo, funcionam como cossubstratos. Outros cofato- 
res, conhecidos como grupos prostéticos, essencialmente, estão 
associados de forma permanente com suas proteínas, em geral 
por meio de ligações covalentes. Por exemplo, o grupo prostéti- 
co heme da hemoglobina está ligado fortemente a sua proteína, 
por interações hidrofóbicas e ligações de hidrogênio extensivas, 
juntamente com ligações covalentes entre o íon Fe 2+ do heme e 
a His F8 (Seções 10. IA e 10.2B). 

As coenzimas são modificadas quimicamente nas rea- 
ções enzimáticas nas quais participam. Assim, para que o ci- 
clo catalítico se complete, as coenzimas devem retornar aos 
seus estados originais. No caso dos grupos prostéticos, isso só 
pode ocorrer em uma fase distinta na sequência de reações 
enzimáticas. No caso de coenzimas ügadas transitoriamente, 
como o NAD , a regeneração, entretanto pode ser catalisada 
por uma outra enzima. Um complexo enzima-cofator catali- 
ticamente ativo é chamado de holoenzima. A proteína enzi- 
maticamente inativa que resulta da remoção do cofator da 
holoenzima é denominada de apoenzima, isto é, 

Apoenzima (inativa) + cofator - ? holoenzima (ativa) 

A Tabela 13.1 lista as coenzimas mais comuns, junta- 
mente com os tipos de reações nas quais elas participam. As 


TAI IEU 13.1 Nomes das coenzimas mais comuns 


Co enzima 

Reação em que participa 

Seçao onde é 
discutida 

Biotina 

Carboxilação 

23. IA 

Coenzimas da cobaia- 

Alquilação 

25.2E 

mina (B 12 ) 

Coenzima A 

Transferência de acilas 

21. 2A 

Coenzimas da flavina 

Oxidorredução 

16.5C 

Ácido lipoico 

Transferência de acilas 

21. 2A 

Coenzimas da nicoti- 

Oxidorredução 

13.2A 

namida 

Piridoxal-fosfato 

Transferência de grupo 
amino 

26.1A 

Te tr a-hidrof olato 

Transferência de grupos 
com um carbono 

26.4D 

Tiamina- pirofosfato 

Transferência de aldeído 

17.3B 
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Nicotinamida Ácido nicotínico 

(niacinamida) (niacina) 


FIGURA 13.4 As estruturas da nicotinamida e do ácido nico- 
tínico. Essas vitaminas formam os compontes ativos na oxida- 
ção-redução das coenzimas da nicotinamida, NAD e NADP 1 
(comparar com a Fig. 13.2). 

estruturas dessas substâncias e os seus mecanismos de reação 
serão descritos em seções apropriadas deste livro. 

a. Multas vitaminas são precursoras de coenzimas 
Muitos organismos são incapazes de sintetizar certas partes 
dos cof atores essenciais e, portanto, estas substâncias de- 
vem fazer parte da dieta destes organismos; essas substân- 
cias são as vitaminas. De fato, muitas coenzimas foram des- 
cobertas como fatores de crescimento de microrganismos 
ou substâncias que curavam deficiências nutricionais no 
homem e em animais. Por exemplo, a nicotinamida (tam- 
bém denominada niacinamida), componente do NAD + , ou 
o seu ácido carboxílico análogo, ácido nicotínico (niacina; 
Fig. 13.4), cura a doença humana, causada por deficiência 
nutricional, conhecida como pelagra. A pelagra, que se ca- 
racteriza por diarreia, dermatite e demência, foi endêmica 
nas áreas rurais do sul dos Estados Unidos no início do sé- 
culo XX. A maioria dos animais, incluindo o homem, pode 
sintetizar nicotinamida a partir do aminoácido triptofano 
(Seção 28. 6 A). Naquelas áreas rurais do sul prevalecia uma 
dieta rica em milho, portanto contendo pouca nicotinamida 
disponível ou triptofano para sintetizá-la. (Na realidade, o 
milho contém quantidades significativas de nicotinamida, 
mas em uma forma que necessita de processamento alcali- 
no antes que ela possa ser absorvida pelo intestino. Os ín- 
dios mexicanos, que domesticaram o milho, costumam em- 
beber a farinha de milho em água de soda - solução diluída 

TABELA 13.2 Vitaminas que são precursoras de coenzimas 


Doença humana devido 


Vitamina 

Coenzima 

à carência da vitamina 

Biotina 

Biocitina 

* 

Cobalamina 

(B 12 ) 

Coenzimas da cobala- 
mina (B 12 ) 

Anemia perniciosa 

Ácido fólico 

T etra-hidrofolato 

Anemia megaloblãstica 

Nicotinamida 

Coenzimas da nicoti- 
namida 

Pelagra 

Pantotenato 

Coenzima A 

* 

Piridoxina (B, 

Piridoxal-fosfato 


Riboflavina 

(b 2 ) 

Coenzimas da flavina 

* 

Tiamina (B t ) 

T iamina- p irof o sf ato 

Beribéri 


*Não tem nome especifico; deficiência rara ou não observada em seres hu- 
manos. 


de Ca[OHJ 2 - antes de usá-la para preparar sua comida 
tradicional, a tortilla.) 

Todas as vitaminas da dieta humana que são precursores 
de coenzimas são vitaminas solúveis em água (Tabela 13.2). 
Já as vitaminas lipossolúveis, como as vitaminas A e D, não 
são componentes de coenzimas, embora elas também devam 
estar presentes na dieta do homem e dos animais superiores. 
Provavelmente, os ancestrais distantes do homem tinham a ca- 
pacidade de sintetizar as diversas vitaminas, assim como mui- 
tas plantas modernas e microrganismos o fazem. Acredita-se 
que a maquinaria celular para sintetizar as vitaminas, agora 
supérflua, tenha sido perdida no decorrer da evolução, pois as 
vitaminas passaram a estar disponíveis nas dietas dos animais 
superiores, que se alimentam de outros organismos, ou passa- 
ram a ser sintetizadas por bactérias que normalmente habitam 
os sistemas digestórios dos animais. 

4 CONTROLE DA ATIVIDADE ENZIMÃTICA 

Os organismos devem ser capazes de controlar as atividades 
catalíticas das suas enzimas de modo a poderem coordenar 
os seus numerosos processos metabólicos, responderem a 
mudanças no ambiente, crescerem e se diferenciarem, sem- 
pre de uma maneira organizada. Para isso há duas maneiras: 

1. Controle da disponibilidade de enzimas. A quantidade de 
uma determinada enzima em uma célula depende das velocida- 
des tanto da sua síntese como da sua degradação. As velocidades 
de síntese e de degradação de proteínas são controladas direta- 
mente pelas células. Por exemplo, E. coli crescendo na ausên- 
cia do dissacarídeo lactose (Fig. 11.12) não possui enzimas que 
metabolizem esse açúcar. Entretanto, minutos após expostas à 
lactose, essas bactérias começam a sintetizar as enzimas neces- 
sárias para a utilização desse nutriente (Seção 31.1 A). De ma- 
neira semelhante, os vários tecidos dos organismos superiores 
contêm conjuntos de enzimas diferentes, mesmo que a maioria 
das células contenha a mesma informação genética. O principal 
assunto da Parte V deste livro será dedicado a discutir como as 
células conseguem controlar a síntese de enzimas. A degrada- 
ção de proteínas será discutida na Seção 32.6. 

2. Controle da atividade enzimática. A atividade catalítica 
de uma enzima pode ser controlada diretamente por meio de 
mudanças conformacionais ou estruturais. A velocidade com 
que uma enzima catalisa uma reação é diretamente propor- 
cional à concentração do complexo enzima-substrato, que por 
sua vez, varia com as concentrações de enzima e de substrato e 
com a afinidade da enzima em ligar o substrato (Seção 14. 2A). 
A atividade catalítica de uma enzima pode, então, ser contro- 
lada por meio da variação da afinidade pela ligação ao subs- 
trato. Nesse ponto, é importante rever as Seções 10.1 e 10.4, 
que detalham como a afinidade da hemoglobina pelo oxigênio 
é regulada alostericamente pela associação com ligantes como 
0 2 , 0O 2 , H e BPG. Esses efeitos homotrópicos e heterotrópi- 
cos (associação a ligantes que, respectivamente, alteram a afi- 
nidade de ligação para o mesmo ou para diferentes ligantes) 
produzem curvas de ligação ao 0 2 cooperativas (sigmoides), 
como aquelas das Figuras 10.6 e 10.8. Da mesma maneira, a 
afinidade de ligação de uma enzima pelo substrato pode variar 
devido à ligação de uma pequena molécula efetora, alterando 
assim a atividade catalítica da enzima. Nesta seção, o controle 
alostérico da atividade enzimática será abordado pelo estudo 
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FIGURA 13.5 Velocidade da reação catalisada pela ATCase 
em função da concentração de aspartato. As velocidades foram 
medidas na ausência de efetores alostéricos, na presença de 
0,4 m M de CTP (inibição) e na presença de 2,0 mAÍ de ATP 
(ativação). (Segundo Kantrowitz, E.R., Pastra-Landis, S.C., e 
Lipscomb, W.N., Trends Biochem. Sei . 5, 125 (1980].) 

Ôfo Ver Figuras animadas 

de um exemplo: a aspartato -transcarbamoilase (ATCase) de 

E, coli. (Analogamente, a atividade de muitas enzimas é re- 
gulada por meio de modificações covalentes reversíveis, em 
geral pela fosforilação de um resíduo de Ser. Essa forma de 
regulação enzimática será estudada na Seção 18.3.) 

a. A inibição da ATCase por retroalimentação regula a 
biossíntese de pirimidinas 

A ACTase catalisa a formação de A- carbamoil aspartato a 
partir de carbamoil fosfato e aspartato: 


heterotropicamente por trifosfato de citidina (CTP, de cyti- 
dine triphosphate ) , um núcleo tídeo da pirimidina, e é ativa- 
da heterotropicamente por trifosfato de adenosina (ATP, de 
adenosine triphosphate ), um nucleotídeo da purina. Portanto, 
CTP diminui, enquanto o ATP aumenta, a atividade catalítica 
da enzima (Fig. 13.5). 

CTP, o produto da via de biossíntese das pirimidinas 
(Fig. 13.6), é um precursor dos ácidos nucleicos (Seção 5.4). 
Consequentemente, quando, devido à rápida biossíntese de 
ácidos nucleicos, o conteúdo celular de CTP diminui, esse 
efetor dissocia-se da ATCase devido à lei de ação das mas- 
sas, abolindo a inibição da enzima e aumentando a velocida- 
de de síntese de CTP. Porém, se a velocidade de síntese de 
CTP exceder a velocidade de utilização, o excesso de CTP 
inibirá a ATCase, que então reduzirá a síntese de CTP. Esse 
é um exemplo de inibição por retroalimentação, um modo 
de regulação metabólica muito comum no qual a concentra- 
ção do produto de uma via biossintêtica controla a atividade 
de uma enzima situada próxima ao início da via. 

O significado metabólico da ativação da ATCase por 
ATP é: o ATP tende a coordenar as velocidades de síntese 
dos nucleotídeos de purina e de pirimidina para a biossínte- 
se de ácidos nucleicos. Por exemplo, se as concentrações de 
ATP e CTP estiverem desbalanceadas devido a um excesso 
de ATP, a ATCase é ativada para sintetizar pirimidinas até 
que o equilíbrio seja novamente alcançado. (Observar que a 
concentração de ATP nas células é normalmente maior do 
que a concentração de CTP, porque a demanda por ATP é 
maior. Assim, a concentração de ATP necessária para ativar 
a ATCase é maior do que a concentração de CTP necessária 
para inibir a enzima em um grau equivalente.) Inversamente, 
se houver excesso de CTP, a consequente inibição da ATCase 
permitirá que a biossíntese de purinas atinja seu equilíbrio. 
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Arthur Pardee demonstrou que essa reação é a primeira etapa 
que é exclusiva da via que leva à síntese das pirimidinas (Seção 
28.2A), componentes fundamentais dos ácidos nucleicos. 

O comportamento alostérico da ATCase de E. coli foi 
investigado por John Gerhart e Howard Schachman. Eles 
demonstraram que essa enzima apresenta uma ligação coo- 
perativa homotrópica positiva a ambos os substratos, aspar- 
tato e carbamoil-fosfato. Além disto, a ATCase é inibida 


Carbamoil fosfato 

+ 


ATCase 

JV-Carbamoil aspartato 


Aspartato 
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Trifosfato de citidina (CTP) 

FIGURA 13.6 Representação esquemática da via de biossínte- 
se das pirimidinas. A ATCase, que catalisa a primeira etapa da 
via, é inibida por CTP, o produto final da via. 
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b. Modificações alostéricas alteram os sítios de ligação da 
ATCase ao substrato 

A ATCase de E. coli (300 kDa) tem uma composição de su- 
bunidades c 6 r 6 , onde cer representam as subunidades catalí- 
tica e regulatória (311 e 153 resíduos de aminoãcidos). A es- 
trutura por raios X da ATCase (Fig. 13.7), determinada por 
William Lipscomb, revela que as subunidades catalíticas es- 
tão organizadas na forma de dois conjuntos de trímeros (c 3 ) 
em um complexo com três conj untos de dímeros regulatórios 
(r 2 ) , de tal modo que formam uma molécula com a simetria 
de rotação de um prisma trigonal (simetria D 3 , Seção 8.5B). 
Cada um dos dímeros regulatórios liga duas subunidades ca- 
talíticas em diferentes trímeros c y 

Trímeros catalíticos dissociados do complexo mantêm a 
atividade catalítica, apresentam uma curva de saturação pelo 
substrato não cooperativa (hiperbólica), têm uma velocidade 
catalítica máxima maior do que a da enzima intacta e não são 
afetados pela presença de ATP ou CTP. Os dímeros regula- 
tórios, quando isolados, ligam seus efetores alostéricos, mas 
não apresentam atividade enzimática. Evidentemente, na en- 
zima intacta, as subunidades regulatórias diminuem alosteri- 
camente a atividade das subunidades catalíticas. 



Como a teoria alostérica prediz (Seção 10.4), o ati- 
vador ATP liga-se preferencialmente ao estado ativo 
(R, ou de alta afinidade pelo substrato) da ATCase, en- 
quanto o inibidor CTP liga-se preferencialmente ao es- 
tado inativo (T, ou de baixa afinidade pelo substrato) da 
enzima. De maneira semelhante, o análogo não reativo 
do substrato iV-(fosfonoacetil)-L-aspartato (PALA, de 
N-[phosphonacetyl]-L~aspartate ) liga-se fortemente ao esta- 
do R, mas não ao estado T da ATCase (análogos de substra- 
tos que normalmente não reagem, são usados nos estudos 
sobre mecanismos de enzima porque facilitam os estudos 
estruturais, devido ao fato de formarem complexos estáveis 
ao invés de formarem rapidamente os produtos, como ocor- 
re com os substratos verdadeiros). 


O 

C— CH 2 — PO§- 

NH 

^OOC— CH 2 —CH“C00“ 
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h 2 n— c— o— POl~ 

NHÍ 
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- OOC — ch 2 — ch — coo - 


iV-(Fosfonoaeetil)- Carbamoil fosfato 

L-aspartato (PALA) + 

Aspartato 


FIGURA 13.7 Estrutura por raios X da ATCase de E. coli. 

Estado T da enzima formando complexo com CTP visto (a) ao 
longo do eixo de simetria molecular tripla e (b) visto ao longo 
do eixo de simetria molecular dupla, perpendicularmente em 
relação à vista da Parte a. A cadeia polipeptídica está desenha- 
da na forma de um verme embutida na superfície molecular 
transparente. Os dímeros regulatórios ( amarelo ) ligam o tríme- 
ro catalítico superior ( vermelho ) ao trímero catalítico inferior 
(azul) . CTP está desenhado na forma de volume atômico colo- 
rido de acordo com o tipo de átomo (C em verde, O em verme- 
lho, N em azul e P em cor de laranja), (c) Estado R da enzima 
formando complexo com PALA visto como na Parte b. PALA 
está desenhado na forma de volume atômico. Observe o giro do 
dímero regulatório que ocorre na transição I > R faz com que 
o trímero catalítico mova-se para fora do eixo triplo. (Com base 
nas estruturas por raios X obtidas por William Lipscomb, Har- 
vard University, EUA. PDBids 5 ATI e 8ATC). 

4 jfó Ver Exercício de cineimagem 11.1 
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FIGURA 13 ,8 Comparação entre os esqueletos polipeptídicos da subunidade catalítica da ATCase nos estados T (cor de laran- 
ja) e R {azul). A subunidade consiste em dois domínios, sendo que o da esquerda contém o sítio de ligação para o carbamoil- 
-fosfato e o da direita forma o sítio de ligação para o ácido aspártico. A transição T— mantém os dois domínios próximos, de 
tal maneira que os dois substratos a eles ligados podem reagir para formar o produto. (Ilustração por Irving Geis/Geis Archives 
Trust. Figura impressa com a permissão de Howard Hughes Medicai Institute, EUA. Estrutura por raios X de William Lips- 
comb, Harvard University, EUA.) 


As estruturas por raios X dos complexos no estado T da 
ATCase-CTP e no estado R da ATCase-PALA revelaram 
que a transição T — > R mantém a simetria D 3 da proteína. 
A comparação dessas duas estruturas (Fig. 13.7) indica 
que, na transição T — > R, os trímeros catalíticos da enzi- 
ma separam-se ao longo do eixo de ordem 3 da molécula 
em ~11 À, e reorientam-se sobre esse eixo, um trímero 
em relação ao outro, em 12°, de maneira que esses tríme- 
ros assumem uma configuração mais oculta do que é visto 
na Fig. 13.7a. Além disso, os dímeros regulatórios giram 
no sentido horário sobre os eixos de ordem 2 em 15° e, 
separam-se, ao longo do eixo de ordem 3, em ~4 Á. Essas 
grandes mudanças na estrutura quaternária assemelham- 
-se àquelas que ocorrem na hemoglobina (Seção 10.2B). 

Cada um dos substratos da ATCase, carbamoil-fosfato 
e aspartato, liga-se a um domínio separado da subunida- 
de catalítica (Fig. 13.8). A ligação do PALA à enzima, 
que supostamente mimetiza a ligação de ambos os subs- 
tratos, induz um fechamento no sítio ativo semelhante ao 
que ocorre durante a reação, quando o sítio ativo abriga 
os dois substratos juntos. Os deslocamentos atômicos, de 
até 8 Á para alguns resíduos (Fig. 13.8), desencadeiam a 
mudança T — »■ R na estrutura quaternária da ATCase. Na 
realidade, as alterações terciárias e quaternárias da ATCase 
são tão intimamente acopladas por meio de extensos con- 
tatos entre as subunidades (ver a seguir) que elas não po- 
dem ocorrer independentemente uma da outra (Fig. 13.9). 


Consequentemente, a ligação do substrato a uma das subu- 
nidades catalíticas aumenta a afinidade de ligação ao subs- 
trato e a atividade catalítica das outras subunidades, sendo 
assim responsável pela cooperatividade positiva da enzima 
pelo substrato, a semelhança do que ocorre na hemoglobi- 
na (Seção 10.2C). Portanto, baixos níveis de PALA ativam 
a ATCase por induzirem a transição T —> R. A ATCase 
tem uma afinidade tão alta por esse análogo não reativo 
do substrato que a ligação de uma molécula de PALA con- 
verte todas as seis subunidades catalíticas para o estado R. 
Evidente mente, a ATCase segue fielmente o modelo de si- 
metria do alosterismo (Seção 10.4B). 

c. As bases estruturais do alosterismo da ATCase 
Quais são as interações que estabilizam os estados T e R da 
ATCase e por que a interconversão entre eles é concatena- 
da? A região da proteína ATCase que sofre o maior rear- 
ranjo conformacional com a transição T — » R é uma alça, 
denominada 240s, da subunidade catalítica (c) composta 
pelos resíduos 230 a 250 (as alças representadas em verme- 
lho e azul, que são simetricamente relacionadas, localizadas 
nas zonas centrais da Fig. 13.7b e que se situam lado a lado 
no estado T [á esquerda ], mas que no estado R [à direita ] 
encontram-se em situações verticalmente opostas). No esta- 
do T, cada uma das alças 240s forma, j untamente com uma 
ligação de hidrogênio intrassubunidade, duas ligações de hi- 
drogênio intersubunidades com a subunidade c oposta ver- 
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(a) Estado T 

Monômero catalítico 



(c) Estado R 





HGURA 13.9 Diagrama esquemático indicando as mudanças nas conformações terciárias e quaternárias das duas subuni- 
dades catalíticas da ATCase quando interagem verticalmente, (a) Quando não há substrato ligado, a proteína permance no 
estado T, porque os movimentos que unem os dois domínios de cada subunidade (setas tracejadas ) são impedidos pela interfe- 
rência estérica (barra púrpura ) entre os dois domínios ligadores de ácido aspártico. (b) A ligação de carbamoil-fosfato (CP), 
seguida da ligação de ácido aspártico (Asp) aos seus respectivos sítios de ligação faz as subunidades se afastar e girar uma 
em relação à outra de modo a permitir que ocorra a transição T — > C. (c) No estado R, os dois domínios de cada subunidade 
tornam-se tão próximos de modo a favorecer a reação entre os substratos que estão ligados, formando os produtos. (Ilustração 
por Irving Geis/Geis Archives Trust. Figura impressa com a permissão de Howard Hughes Medicai Institute, EUA.) 
jfo Ver Exercícios de cineimâgem 11.1 e 11.2 


ticalmente (Fig. 13.76, à esquerda). O fechamento do domí- 
nio decorrente da ligação com o substrato (Figs. 13.8 e 13.9) 
rompe essas ligações de hidrogênio e, no estado R, as subs- 
titui por novas ligações de hidrogênio intraeadeia. Sabe-se 
que essa reorientação da alça 240s é a grande responsável 
pela mudança quaternária do estado R (ver a seguir). Uma 
vez que o grupo carboxüico do Glu 239 é o aceptor de to- 
das as ligações de hidrogênio dos estados T e R anteriores, 
essa hipótese é corroborada pela observação de que uma 
mutação do Glu 239 a Gin converte a ATCase em uma en- 
zima com uma estrutura quaternária intermediária entre os 
estados R e T e desprovida tanto dos efeitos homotrópicos 
como hetero trópicos. 

As bases estruturais dos efeitos heterotrópicos na 
ATCase estão sendo descobertas gradativamente. Tanto o 
inibidor CTP quanto o ativador ATP ligam-se ao mesmo 


sítio na superfície externa da subunidade regulatória (r), 
a uma distância de cerca de 60 Á do sítio catalítico mais 
próximo. O CTP liga-se preferencialmente ao estado T, 
aumentando a estabilidade desse estado, enquanto o ATP 
liga-se preferencialmente ao estado R, também aumentan- 
do a estabilidade desse estado. A ligação desses efetores aos 
seus estados menos favoráveis também tem consequências 
estruturais. A ligação de CTP ao estado R da ATCase pro- 
move a reorientação de vários resíduos no sítio de ligação 
do nucleotídeo, que induz uma contração no comprimento 
do dímero regulatório (r 2 ). Essa distorção, por meio da in- 
teração de resíduos da interface r-c, aproxima os trímeros 
catalíticos ( c 3 ) em 0,5 Á (estrutura mais semelhante ao es- 
tado T, isso é, menos ativa, o que, presumivelmente, deses- 
tabiliza o estado R). Por sua vez, isso reorienta os resíduos- 
-chave dos sítios ativos da enzima, diminuindo a atividade 


Bioquímica 479 


catalítica da enzima. O ATP, ao se ligar ao estado T da 
enzima, tem essencialmente o efeito oposto. Ele separa os 
trímeros catalíticos em cerca de 0,4 Á (tornando a enzima 
mais parecida com o estado R, isto é, mais ativa, o que, pre- 
sumivelmente, desestabiliza o estado T), reorientando os 
resíduos-chave nos sítios ativos de tal maneira que a ativi- 
dade catalítica da enzima é aumentada. A ligação de CTP 
ao estado T da ATCase não leva a um maior aumento na 
contração dos trímeros catalíticos, mas perturba os resíduos 
dos sítios catalíticos de maneira a aumentar ainda mais a 
estabilidade do estado T. Embora a estrutura por raios X do 
ATP complexado ao estado R da ATCase ainda não tenha 
sido divulgada, supõe-se que a ligação do ATP perturbe o 
estado R de maneira análoga, porém oposta, a da ligação do 
CTP ao estado T. 

d. As transições alostéricas em outras enzimas são 
semelhantes às da hemoglobina e às da ATCase 
Enzimas alostéricas estão amplamente distribuídas na natu- 
reza e tendem a ocupar posições regulatórias-chave nas vias 
metabólicas. Além da hemoglobina e da ATCase, três des- 
tas enzimas tiveram suas estruturas, tanto no estado R como 
no T, determinadas por raios X. São elas: a fosfofrutocma- 
se (Seções 17. 2C e 17.4F), a frutose-l,6-bifosfatase (Seção 
17.4F) e a glicogênio-fosforilase (Seção 18.1A). Nessas cinco 
proteínas, as alterações na estrutura quaternária, por meio 
das quais os efeitos de ligação e catálise são comunicados 
entre os sítios catalíticos, são concatenadas e preservam a 
simetria da proteína. Isso ocorre porque cada uma dessas 
enzimas tem dois conjuntos de contatos alternativos, que 
são estabilizados principalmente por ligações de hidrogênio 
que, na sua maior parte, envolvem cadeias laterais de car- 
gas opostas. Nas cinco proteínas, as mudanças na estrutura 
quaternária são constituídas de rotações entre as subunida- 
des, umas em relação às outras, com pequenas transições. 
As estruturas secundárias são grandemente preservadas nas 
transições T -» R, e provavelmente são importantes na trans- 
missão mecânica, necessária nessas proteínas, dos efeitos he- 
terotrópicos por dezenas de Á. O fato dessas características 
estruturais serem ubíquas entre as proteínas alostéricas que 
têm estruturas já conhecidas sugere fortemente que os meca- 
nismos regulatórios de outras enzimas alostéricas sigam esse 
mesmo modelo. 

5 PRINCÍPIOS DA NOMENCLATURA DAS ENZIMAS 

As enzimas, como visto no que foi discutido até agora, são 
geralmente denominadas pela adição do sufixo -ase ao nome 
do substrato da enzima ou da frase que descreve a ação ca- 
talítica da enzima. A urease catalisa a hidrólise da ureia e a 
álcool-desidrogenase catalisa a oxidação de alcoóis aos al- 
deídos correspondentes. Pelo fato de que inicialmente não 
havia regras sistemáticas para a denominação de enzimas, 
essa prática resultou que, em certos casos, uma mesma en- 
zima tivesse dois nomes diferentes, ou que o mesmo nome 
fosse usado para duas enzimas diferentes. Ademais, mui- 
tas enzimas, como a catalase, que promove a dismutação 


TABELA 13.3 Classificação das enzimas segundo o tipo de 


reação 


Classificação 

Tipo de reação catalisada 

1. Oxidorredutases 

Reações de oxidorredução 

2. Transferases 

Transferência de grupos funcionais 

3. Hidrolases 

Reações de hidrólise 

4. Liases 

Eliminação de grupos para formação de 
ligações duplas 

5. Isomerases 

Isomerização 

6. Ligases 

Formação de ligações pelo acoplamento 
com hidrólise de ATP 


de H 2 0 2 em H 2 0 e 0 2 , receberam nomes que não prove- 
em informação quanto às suas funções. Mesmo atrocidades, 
como por exemplo “velha enzima amarela”, tiveram o uso 
aceito. Em um esforço para eliminar essa confusão e pro- 
porcionar regras para a denominação racional do número 
rapidamente crescente de enzimas que são descobertas, a 
União Internacional de Bioquímica e Biologia Molecular 
(IUBMB) adotou um esquema de classificação funcional e 
nomenclatura sistematizados. 

As enzimas são classificadas e denominadas segundo a 
natureza das reações químicas que elas catalisam. Existem 
seis classes principais de reações que são catalisadas por 
enzimas (Tabela 13.3) e também subclasses e sub-subclas- 
ses dentro dessas classes. Para cada enzima, são designa- 
dos dois nomes e uma classificação de quatro números. O 
nome aceito ou o recomendado é conveniente para o uso 
cotidiano e geralmente foi o primeiro nome adotado. O 
nome sistemático é usado para minimizar a ambiguidade. 
Ele é formado pelo nome do(s) substrato(s) da enzima, se- 
guido por uma palavra terminando em -ase, que especifica 
o tipo de reação que a enzima catalisa, de acordo com o 
grupo de classificação principal. Por exemplo, o Enzyme 
Nomenclature Database (está disponível em http://www. 
brenda-enzymes.info/); indica que a enzima cujo nome al- 
ternativo é lisozima (Seção 11.3Ba) tem o nome sistemá- 
tico de peptideoglicano A-acetimuramoil-hidrolase e tem 
o Número de Classificação EC 3.2.1.17. “EC” significa 
Enzyme Commission (Comissão de Enzimas), o primeiro 
número (3) indica a classe principal da enzima (hidrolases; 
Tabela 13.3), o segundo número (2) indica a subclasse da en- 
zima (glicosilases), o terceiro número (1) designa a sub-sub- 
classe (enzimas que hidrolizam compostos O- e S-glicosil) e 
o quarto número (17) é o número de série designado arbi- 
trariamente nessa sub-subclasse. Um outro exemplo, a en- 
zima cujo nome recomendado é álcool-desidrogenase tem o 
nome sistemático de álcoohNAD -oxidorredutase e o nú- 
mero de classificação EC 1.1. 1.1. Neste texto, assim como 
na terminologia bioquímica em geral, são usados os nomes 
recomendados; entretanto, quando é necessário minimizar 
a ambiguidade, as enzimas são referidas pelos seus nomes 
sistemáticos. 
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RESUMO DO CAPÍTULO 


2 Especificidade pelo substrato As enzimas ligam seus subs- 
tratos com especificidade por meio de interações complementares 
geométricas e físicas. Isso permite que as enzimas sejam totalmente 
estereo específicas, tanto no que se refere à ligação com os substra- 
tos como no que se refere à reação catalisada. As enzimas variam 
quanto ao rigor dos requisitos relativos à especificidade geométrica. 
Algumas são altamente específicas para um determinado substrato, 
enquanto outras podem ligar uma ampla variedade de substratos e 
catalisar vários tipos de reações relacionadas. 

3 Coenzimas As reações enzimáticas envolvendo reações de oxi- 
dorredução e muitos tipos de processos de transferência de grupo 
são mediadas por coenzimas. Muitas das vitaminas são precursoras 
de coenzimas. 

4 Controle da atividade enzimática A atividade enzimáti- 
ca pode ser regulada por alterações alostéricas da afinidade pelo 
substrato. Por exemplo, a velocidade da reação catalisada pela 


ATCase de E. coli está sujeita aos efeitos homotrópicos positivos 
controlados pelo substrato, inibição heterotrópica por CTP e ati- 
vação heterotrópica por ATP. A ATCase tem uma composição de 
subunidades c 6 r 6 . Os seus trímeros catalíticos, isoladamente, têm 
atividade catalítica, mas não estão sujeitos a controle alostérico. Os 
dímeros regulatórios ligam ATP e CTP. A ligação com o substrato 
induz uma alteração na conformação terciária das subunidades ca- 
talíticas, que aumenta a afinidade da subunidade pelo substrato e a 
eficiência catalítica. Essa modificação na estrutura terciária é aco- 
plada fortemente a uma grande mudança na conformação quater- 
nária, T — ► R, que é então responsável pelas propriedades alostéri- 
cas da enzima. Parece que as outras enzimas alostéricas f uncionam 
de maneira semelhante. 

5 Princípios da nomenclatura das enzimas As enzimas têm uma 
classificação sistemática com base nos seus nomes recomendados, 
nos nomes sistemáticos e nos seus números de classificação, que in- 
dicam o tipo de reação catalisada pela enzima. 
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PROBLEMAS 


1. Indique os produtos da reaçao da YADH com acetaldeído e 
NADH em solução de D 2 0. 

2. Indique o(s) produto (s) da oxidação do derivado do meta- 
nol (if)-TDHCOH (onde T é o símbolo de trítio) catalisada pela 
YADH. 

3. A enzima fumarase catalisa a hidratação da ligação dupla do 
fumar ato: 



cocr cocr 

H— c — CH 3 *- H 3 C — C — H 

nh 3 nh 3 


"OOC 


H 



cocr 

i 

HO— C— H 

fumarase 

H 2 0 * H— C— H 

COO” 


Fumarato 


L-Malato 


(b) COO" 

C = 0 + H + 
CH 3 


H 

C=0 + o — c— O 

ch 3 


Faça uma previsão da ação da fumarase sobre o malato, o isômero 
cis do fumarato. Explique. 

4. Escreva uma equação balanceada da reação catalisada pela 
quimotripsina entre um éster e um aminoácido. 

5. Hominy grits, um tipo de canjica apreciada no sul dos Estados 
Unidos, é feita com milho que foi previamente embebido em uma 
solução fraca de soda (NaOH). Qual o motivo desse tratamento in- 
comum? 

S. Qual das curvas da Fig. 13.5 mostra a maior cooperatividade? 
Explique. 

7. Quais são as vantagens do produto final de uma via metabólica 
de muitos passos inibir a enzima que catalisa a primeira etapa da via? 

8. Quais são os nomes sistemáticos e os números de classificação 
das enzimas cujos nomes recomendados são hexocinase, di-hidro- 
-orotase e catalase? 

9. Qual tipo de enzima (Tabela 13.3) cataliza as seguintes reações? 


(c) COCT 

C = 0 + NADH + H + 
CH 3 


COO" 

HO— C— H + NAD + 
CH 3 




COO~ 

c— ích 2 ) 2 — 

NHj 



ATP + NHj 


COO” 0 

J! # 

H — C — (CH 2 ) 2 — C + ADP + Pi 

NHj NHa 



Velocidades das 
Reações Enzimáticas 
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ITULO 14 


1 Cinética química 

A. Reações elementares 

B. Velocidade de reação 

C. Teoria do estado de transição 

2 Cinética enzimática 

A. A equação de Michaeiis-Menten 

B. Análise dos dados cinéticos 

C. Reações reversíveis 

3 inibição 

A. Inibição competitiva 

B. Inibição incompetitiva 

C. Inibição mista 

4 Efeitos do pH 

5 Reações de bissubstrato 

A. Terminologia 

B. Equações de velocidade 

C. Diferenciação de mecanismos de bissubstrato 

D. Troca isotópica 

Apêndice: Dedução das variantes da equação de 
Michaeiis-Menten 

A. A Equação de Michaeiis-Menten para reações reversíveis 

- Equação [14.30] 

B. A equação de Michaeiis-Menten para a inibição 
incompetitiva — Equação [14.41] 

C. A equação de Michaeiis-Menten para a inibição mista - 
Equação [14.45] 

D. A equação de Michaeiis-Menten para enzimas ionizáveis 

— Equação [14.47] 


Cinética é o estudo da velocidade das reações químicas. O 
principal objetivo desse tipo de estudos é obter conhecimen- 
to sobre os mecanismos das reações, isto é, obter uma descri- 
ção detalhada das várias etapas do processo da reação e da 
sequência em que ocorrem. A termodinâmica, como foi vis- 
to no Capítulo 3, mostra se um dado processo pode ocorrer 
espontaneamente, mas fornece poucas indicações sobre sua 
natureza ou mesmo sobre a existência das etapas que o com- 
põem. Diferentemente, a velocidade da reação e a maneira 
como ela se modifica em resposta a diferentes condições está 
intimamente relacionada com os passos da reação, indicando 
assim o mecanismo da reação. 

Neste capítulo, será estudada a cinética enzimática, as- 
sunto de grande importância prática na bioquímica porque: 


1. É por meio de estudos cinéticos que se pode determinar 
as afinidades de ligação de substratos e de inibidores a uma 
enzima e a eficiência catalítica máxima de uma enzima pode 
ser estabelecida. 

2. O mecanismo catalítico das enzimas pode ser determi- 
nado pela associação de dados sobre a variação da reação 
enzimática em função das condições da reação com dados 
químicos e estruturais. 

3. A maior parte das enzimas, como será visto nos próxi- 
mos capítulos, atua como componente de vias metabólicas. O 
estudo da cinética das reações enzimáticas permite entender 

0 papel das enzimas no processo metabólico geral, 

4. Em condições apropriadas, a velocidade das reações 
catalisadas por enzimas é proporcional à quantidade de en- 
zima presente, de modo que a maioria dos ensaios enzimá- 
ticos (determinação da quantidade de enzima presente) é 
fundamentada em estudos cinéticos da enzima em questão. 
Por essa razão, as determinações de velocidades de reações 
catalisadas por enzima estão entre os procedimentos mais co- 
muns usados em bioquímica e análise clínica. 

A discussão sobre a cinética enzimática começará com 
uma revisão da cinética química, porque a cinética das enzi- 
mas baseia-se no formalismo dessa área de estudo. A seguir, 
deduz-se as equações básicas da cinética enzimática, descre- 
ve-se os efeitos de inibidores sobre as enzimas e considera-se 
como a velocidade da reação enzimática varia em função do 
pH. Por fim, será feito um resumo da cinética de reações en- 
zimáticas complexas. 

Cinética é um assunto matemático. Embora ocasional- 
mente a dedução das equações cinéticas sej a detalhada, o nível 
de conhecimento matemático necessário não deve amedrontar 
qualquer um que conheça cálculo elementar. Mesmo assim, 
para evitar que detalhes matemáticos escondam os princípios 
básicos da enzimologia, as deduções, exceto as das equações 
cinéticas mais importantes, foram colocadas no apêndice do 
capítulo. Para se ter um conhecimento mais aprofundado da 
cinética enzimática deve consultar o apêndice. 

1 CINÉTICA QUÍMICA 

A cinética enzimática é um ramo da cinética química e, como 
tal, compartilha muito do mesmo formalismo matemático. 
Nesta seção, serão revisados os princípios da cinética quími- 
ca para que se possa aplicá-los nas reações catalisadas por 
enzimas. 
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A. Reações elementares enquanto para a reação A + B — » P, que é de primeira ordem 

Uma reação com uma estequiometria geral para [A] e de primeira ordem para [B], 


A > P 

pode ocorrer por uma sequência de reações elementares (um 
processo molecular simples) de tal forma que 

A ► li ► I 2 > P 

em que A representa os reagentes, P os produtos e I : e I 2 sim- 
bolizam os intermediários da reação. A caracterização das 
reações elementares que compõem a reação total constitui-se 
na descrição mecanística da reação. 

a. Equações de velocidade 

A uma temperatura constante, as velocidades das reações 
elementares variam diretamente com a concentração dos 
reagentes. Considerando uma reação geral simples: 

aA + bB + •■■ + zZ » P 

A velocidade deste processo é proporcional à frequência com 
que as moléculas de reagentes se encontram , isto é, é propor- 
cional ao produto das concentrações dos reagentes. Isso é ex- 
presso pela equação seguinte, a equação da velocidade. 

Velocidade = fc[A] fl [B] 6 --- [Z] z [14.1] 

em que k é uma constante de proporcionalidade conhecida 
como constante de velocidade. A ordem da reação é definida 
como (a + b + — + z), isto é, a soma dos expoentes da rea- 
ção de velocidade. No caso de uma reação simples, a ordem 
corresponde à molecularidade da reação, isto é, o número de 
moléculas que devem colidir simultaneamente. Assim, a rea- 
ção simples A — » P é um exemplo de uma reação de primeira 
ordem ou unimolecular, ao passo que as reações simples 2 A 
-*PeA + B — >P são exemplos de reação de segunda ordem 
ou bimolecular. Reações unimoleculares ou bimoleculares 
são muito comuns. Reações trimoleculares não são comuns 
e reações de quarta ordem ou mais são desconhecidas. Isso 
porque a colisão simultânea de 3 moléculas é um evento 
raro, e a colisão simultânea de quatro ou mais moléculas pra- 
ticamente nunca ocorre. 





fc[A] [B] 


[14.3c] 


As constantes de velocidade de primeira e de segunda or- 
dem devem ter unidades diferentes. Quanto às unida- 
des, v na Equação [14.3a] é expressa em M • s -1 = kM. 
Consequentemente, para balancear a Equação [14.3a], k 
deve ter como unidade a recíproca de segundos (s _1 ). De ma- 
neira semelhante, para uma reação de segunda ordem, M • 
s _1 = kM 2 , de modo que a unidade de k é M~ 1 • s” 1 . 

A ordem de uma dada reação pode ser determinada 
medindo-se a concentração do reagente ou do produto em 
função do tempo e enquadrando os valores encontrados em 
equações que descrevem o comportamento das reações de 
várias ordens. Para que se possa fazer isso, primeiro é neces- 
sário deduzir as equações correspondentes. 

a. Equação da reação de primeira ordem 

A equação para [A] em função do tempo de uma reação de 
primeira ordem, A -* P, é obtida rearranjando a Equação 
[14.3a] 


d[A] 

TÃf 


= d In [A] = —k dt 


e integrando-a a partir de [A] 0 (a concentração inicial de A) 
para [A] (a concentração de A no tempo í); 


[A] 


rt 


í/in[A] = —k 


dt 


[A]„ 


0 


Isto resulta em 


ln[A] = ln[A] 0 — kt 


[14.4a] 


ou, tomando os antilogarítimos de ambos os lados da equação, 


[A] - [A] 0 e kt [14.4b] 


B. Velocidade de reação 

Pode-se determinar experimentalmente a ordem de uma rea- 
ção medindo-se [A] ou [P] em função do tempo, isto é, 


d[ A] d[ P] 

dt dt 



em que v é a taxa ou a velocidade da reação. Para a reação de 
primeira ordem A — * P: 


v = 


d[ A] 
dt 


MA] 


[14.3a] 


Para uma reação de segunda ordem como a reação 2A —> P: 


v 



= k[A ] 2 



A Equação [14.4a] é uma equação linear considerando 
as variáveis ln[A] e í, como está representada na Fig.14.1. 
Portanto, em uma reação de primeira ordem, o gráfico de 
ln[A] versus t será uma reta cuja inclinação é —k (a negativa 
da constante de velocidade de primeira ordem) e a intersec- 
ção no eixo ln[A] será ln[A] 0 . 

Substâncias inerentemente instáveis, como os núcleos 
radioativos, decompõem- se segundo uma reação de primei- 
ra ordem (as reações de primeira ordem não estão restritas 
a reações químicas). Uma das características importantes 
das reações de primeira ordem é que o tempo que leva para 
que metade da quantidade do reagente inicialmente presen- 
te se decomponha, o tempo de meia-vida (t }/2 ), é constante, 
portanto, independente da concentração inicial do reagente. 
Isso é facilmente demonstrado substituindo-se na Equação 
[14.4a] [A] por [A] 0 /2 quando t - t m e, então, rearranjando 
a equação: 
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FIGURA 14.1 Gráfico de ln[A] versus o tempo para uma rea- 
ção de primeira ordem. Ilustração da determinação gráfica da 
constante de velocidade k usando a Equação [14.4a]. 


prazo do lixo de j2 P não é um grande problema, porque após 
um ano (26 meias-vidas) restará apenas 1 parte em 2 26 (uma 
parte em 67 milhões) da amostra original. Então, quanto per- 
manece após dois anos? Já, o 14 C, outro traçador radioativo 
muito usado, tem uma meia-vida de 5.715 anos. Apenas uma 
pequena fração de uma quantidade qualquer de 14 C é decom- 
posta durante o decorrer de toda a vida de um homem. 

b. Equação da reação de segunda ordem para apenas um 
reagente 

Em uma reação de segunda ordem com apenas um tipo de 
reagente, 2A — > P, a variação de [A] com o tempo é dife- 
rente daquela que ocorre em uma reação de primeira or- 
dem. Rearranjando a Equação [14.3b] e integrando-a para 
os mesmos limites usados para a reação de primeira ordem, 
obtém-se: 


de modo que, 



rí 

k dt 

J 0 



Então 



ln 2 
k 


0,693 

k 


[14.5] 


Para que se possa acompanhar o curso de uma reação de 
primeira ordem, pode-se considerar a decomposição do j2 P, 
um isótopo radioativo, que é amplamente usado na pesqui- 
sa bioquímica. Ele tem uma meia-vida de 14 dias. Portanto, 
após duas semanas, metade do 32 P inicialmente presente em 
uma dada amostra estará decomposto; metade do restante, 
ou três quartos da amostra original, estará decomposto após 
mais duas semanas, etc. Portanto, o armazenamento a longo 



FIGURA 14.2 Comparação das curvas do curso das reações de 
primeira e de segunda ordem que tenham um mesmo valor de 

t m . (Segundo Tinoco, L, Jr., Sauer, K., e Wang, J.C., Physical 
Chemistry. Principies and Applications in Biological Sciences 
[2nd ed.],p. 291, Prentice-Hall [1985].) 


1 




) kt 


[14.6] 


considerando as variáveis 1/[A] e f, a Equação [14.6] é uma 
equação linear. Consequentemente, as Equações [14.4a] e 
[14.6] podem ser usadas para diferenciar uma reação de pri- 
meira ordem de uma reação de segunda ordem. Basta fazer 
um gráfico ln[A] versus t e 1/[A] versus t e observar se um 
desses gráficos forma uma linha reta. 

Na Fig. 14.2 há uma comparação entre as diferentes 
formas das curvas que descrevem o desaparecimento de 
A em reações de primeira e de segunda ordem com meias- 
-vidas iguais. Observar que antes da primeira meia-vida, 
a curva da reação de segunda ordem diminui mais rapida- 
mente que a da reação de primeira ordem, contudo, após 
esse tempo, a diminuição da reação de primeira ordem 
passa a ser maior. A meia-vida da reação de segunda or- 
dem é expressa por r 1/2 = l/(/c[A 0 ]) e, portanto, ao contrário 
da reação de primeira ordem, ela depende da concentra- 
ção inicial do reagente. 


C. Teoria do estado de transição 

O objetivo da teoria cinética é descrever as reações nos ter- 
mos das propriedades físicas das moléculas reagentes. Para 
isso Henry Eyring construiu na década de 1930 um modelo 
teórico que considera explicitamente as estruturas das mo- 
léculas reagentes e a maneira com que elas colidem. Essa 
visão dos processos de reação, conhecida como teoria do es- 
tado de transição ou teoria da velocidade absoluta, é o fun- 
damento da teoria cinética moderna e fornece um esqueleto 
extremamente útil para entender as reações catalisadas por 
enzimas. 

a. Estado de transição 

Considerando a reação bimolecular mais simples, envolven- 
do três átomos, A, B e C: 

A — B + C ^ A + 13 — C 
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FIGURA 14.3 Energia potencial do siste- 
ma colinear H + H 2 em função das distân- 
cias internudeares, R AS e R sc . A reação 
é representada por (a) um desenho em 
perspectiva e ( b ) na forma do diagrama 
de contorno correspondente. Os pontos 
a e d aproximam-se da energia potencial 
mínima, b aproxima-se da máxima ecéo 
ponto em forma de cela. (Segundo Frost, 
A. A., e Pearson, R.G., Kinetics and Me- 
chanism [2nd ed.],p. 80, Willey [1961].) 


Obviamente, o átomo C deve aproximar-se da molécula 
diatômica A— B de maneira tal que, em algum momento da 
reação, exista um complexo (instável) de alta energia (re- 
presentado por A— B— C) no qual a ligação covalente A— B 
esteja em processo de rompimento, enquanto a ligação B— C 
esteja em processo de formação. 

Considera-se o exemplo mais simples desse tipo de liga- 
ção: a ligação de um átomo de hidrogênio com o hidrogênio 
diatômico (H 2 ) para produzir uma nova molécula de H, e um 
outro átomo de hidrogênio: 

H a — H b + H c > H a + H b -H c 

A energia potencial deste sistema triatômico está represen- 
tada, em função das posições relativas dos átomos compo- 
nentes, na Fig. 14.3. O gráfico tem a forma de dois vales 
longos e profundos, paralelos aos eixos das coordenadas, 
com paredes abruptas aparecendo a partir dos eixos e ou- 
tras menos acentuadas que chegam até um platô onde as 
duas coordenadas são grandes (a região do ponto b). Os 
dois vales são unidos por uma zona de divisor de águas em 
forma de cela, perto da origem do diagrama (ponto c). A 
configuração de energia mínima é aquela na qual há uma 
molécula de H 2 e um átomo isolado, isto é, uma coordena- 
da com valor alto e a outra correspondendo a distância da 



ligação covalente do H 2 (perto dos pontos a [os reagentes] e 
d [os produtos]). Geralmente, durante a colisão os reagen- 
tes aproximam-se um do outro com apenas uma pequena 
variação do valor da energia mínima da via da reação (a 
linha a—c—d ) porque qualquer outra trajetória necessitaria 
uma energia muito maior. À medida que o átomo e a mo- 
lécula se aproximam, aumenta a repulsão de um pelo outro 
(aumentando suas energias potenciais) e eles então normal- 
mente se separam. Se, entretanto o sistema tiver energia ciné- 
tica suficiente para que o processo de coalescência continue, 
haverá o enfraquecimento da ligação covalente da molécu- 
la de H 2 até que o sistema atinja o divisor de águas (ponto 
c), onde a probabilidade de que a reação ocorra é igual à 
probabilidade de que o sistema se decomponha de volta aos 
reagentes. Dessa maneira, diz-se que, no ponto desse divisor 
de águas, o sistema está em seu estado de transição, sendo 
assim um complexo ativado. Fundamentalmente, uma vez 
que a concentração do complexo ativado é pequena, postu- 
la-se que a decomposição do complexo ativado é o processo 
que determina a velocidade da reação. 

A via da reação de menor energia livre é conhecida como 
a coordenada da reação. A Fig. 14.4a, que é chamada de 
diagrama do estado de transição, mostra a energia livre do 
sistema H + H 2 ao longo da coordenada da reação (Unha 
a—c—d da Fig. 14.3). Pode-se ver que o estado de transição é 



FIGURA 14.4 Diagramas de estado de transição, (a) Para a reaçao H + H 2 . Este é um segmento tomado ao longo da linha 
a—c—d da Fig. 14.3. (b) Para uma reação espontânea, isto é, uma reação na qual a energia livre decresce. 
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o ponto de maior energia livre na coordenada da reação. Se 
os átomos de um sistema triatômico forem de tipos diferen- 
tes, como está mostrado no diagrama da Fig. 14 Ab, o diagra- 
ma de transição de estado não será mais simétrico, porque 
as energias livres dos reagentes e produtos serão diferentes. 

b. Termodinâmica e o estado de transição 
A percepção de que atingir o estado de transição é um requi- 
sito central para qualquer processo de reação ajuda a enten- 
der os mecanismos da reação detalhadamente. Por exemplo, 
tomando uma reação bimolecular que siga a seguinte via: 

A + B X** P + Q 


em que X T representa o complexo ativado. Portanto, consi- 
derando a discussão anterior, 


dl P] 



= *[A] [B] = jt' [X T ] 


[14.7] 


em que k é a constante de velocidade normal para a reação 
e k' é a constante de velocidade para a decomposição de X f 
formando os produtos. 

Diferentemente das moléculas estáveis, como A e P, 
que ocorrem em estado de energia mínima, os complexos 
ativados ocorrem em um estado de energia máxima, sendo, 
portanto, somente metaestáveis (como uma bola suspensa 
em um pino). Mesmo assim, a teoria do estado de transição 
supõe que X + mantenha-se em rápido equilíbrio com os rea- 
gentes, ou seja: 



X f 

[A][B] 


[14.8] 


sendo que Kf é a constante de equilíbrio. Esse pressuposto 
central da teoria do estado de equilíbrio permite que o pode- 
roso formalismo da termodinâmica seja aplicado à teoria da 
velocidade da reação. 

SeX^ é uma constante de equilíbrio, ela pode ser expres- 
sa na forma de: 


- J RTlnX + = AG + [14.9] 

em que AG + é a energia livre de Gibbs do complexo ativado 
menos a energia livre dos reagentes (Fig. 14 Ab), Té a tem- 
peratura absoluta e R (= 8,3145 J • K” 1 • mol” 1 ) é a constante 
dos gases (esta relação entre as constantes de equilíbrio e a 
energia livre está deduzida na Seção 3.4A). Então, a combi- 
nação das Equações [14.7] e [14.9] produz 

rflPJ = *' e-“V«r[ A] [B] [14.10] 


Esta equação indica que a velocidade da reação depende não 
apenas da concentração dos reagentes, mas também diminui 
exponencialmente com AG + . Portanto, quanto maior for a di- 
ferença entre a energia livre do estado de transição e a energia 
livre dos reagentes, isto é, quanto menos estável for o estado 
de transição, menos a reação prosseguirá. 

Para continuar o raciocínio, agora avalia- se k', a cons- 
tante de velocidade para a passagem do complexo ativado 
sobre o máximo de energia, no diagrama do estado de transi- 


ção (também chamado de barreira de ativação ou de barreira 
cinética da reação . O modelo de estado de transição permite 
esse procedimento ( embora as deduções seguintes não sej am 
rigorosamente exatas). O complexo ativado é mantido junto 
por uma ligação que é associada com a coordenada da reação 
e que se supõe ser tão fraca que o complexo ativado separa- 
-se tão logo ocorra a primeira vibração. Consequentemente, 
k',é expresso como 


k’ = KV 

em que véa frequência vibracional da ligação que é rompida 
à medida que o complexo ativado decompõe -se nos produ- 
tos, o coeficiente de transmissão, é a probabilidade de que 
o rompimento do complexo ativado, X , siga na direção da 
formação dos produtos em vez de retornar na direção dos 
reagentes. Para a maioria das reações espontâneas que ocor- 
rem em solução, k tem um valor entre 0,5 e 1,0; no caso da 
reação colinear H + H 2 , foi visto que k = 0,5. 

Está praticamente sendo finalizada a tarefa de avaliar k ' . 
Tudo o que resta é determinar o valor de v. A lei de Planck 
estabelece que 

v = sjh [14.12] 

em que, neste caso, £ é a energia de vibração média que leva 
à decomposição de X + e h (= 6,6261 X 10 34 J • s) é a cons- 
tante de Planck. A mecânica estatística diz que, a uma tem- 
peratura T, a energia clássica de um oscilador é 



e - k b i [14.13] 

em que k B (= 1,3807 X 10 J * K ) e uma constante conhe- 
cida como constante de Boltzmann e k B T é, essencialmente, 
a energia térmica disponível. Combinando a Equação [14.11] 
com a Equação [14.13] 


k’ = K ^ 7 [14.14] 

h 

Então, supondo (como é feito para a maioria das reações) 
que k — 1 (raramente o valor de k pode ser calculado com 
segurança), a combinação das Equações [14.7] e [14.10] pro- 
duz a expressão para a constante de velocidade k da reação 
elementar: 


k = [14.15] 

Esta equação indica que a velocidade de reação diminui 
quando a energia livre de ativação, AG , aumenta. De ma- 
neira inversa, à medida que a temperatura aumenta, há um 
aumento da energia térmica disponível para fazer o comple- 
xo de reação vencer a barreira de ativação, a velocidade de 
reação aumenta. (Obviamente, as enzimas, por serem pro- 
teínas, estão sujeitas à desnaturação térmica, de modo que 
a velocidade de uma reação, catalisada enzimaticamente, 
cai abruptamente com o aumento da temperatura quando 
a temperatura de desnaturação da enzima é ultrapassada). 
Deve-se ter em mente, entretanto, que a teoria do estado de 
transição é um modelo ideal. Os sistemas reais têm compor- 
tamentos mais complicados, embora qualitativamente sejam 
similares. 
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FIGURA 14.5 Diagrama do estado de transição para uma 
reação geral A >1 >P. Para k l < k 2 ( curva verde), a primeira 
etapa é a etapa limitante da velocidade, enquanto, se k l > k 2 
(curva vermelha ), a segunda etapa é que é a etapa limitante. 

c. Reações em várias etapas têm uma etapa que determina 
a velocidade 

Uma vez que, normalmente, as reações químicas são for- 
madas por várias etapas de reações elementares, passa-se a 
considerar como a teoria do estado de transição trata essas 
reações. Para uma reação de várias etapas como 

fc, k 2 

A ► I - — -> P 

em que I é um intermediário da reação, há um complexo ati- 
vado para cada uma das etapas da reação; a forma do dia- 
grama do estado de transição para reações desse tipo reflete 
as velocidades relativas das reações intermediárias envolvi- 
das. Para esta reação, se a primeira etapa for mais lenta do 
que a segunda (k } < k 2 ), a barreira de ativação da primeira 
etapa será maior do que a da segunda, e o contrário aconte- 
cerá caso a segunda etapa de reação seja a mais lenta (Fig. 
14.5). Uma vez que a velocidade de formação do produto 
P só pode ser tão rápida quanto a velocidade da etapa mais 
lenta, se uma das etapas de uma reação de muitas etapas for 
muito mais lenta que a outra , a etapa mais lenta age como um 
gargalo e diz-se que é a etapa que determina a velocidade da 
reação. 

d. A catálise reduz AG T 

A bioquímica, obviamente, está mais preocupada com as 
reações catalisadas por enzimas. Para que uma reação seja 
catalisada, oj catalisadores agem diminuindo a barreira de 
ativação (Fig. 14.6). Se um catalisador diminuir a barreira de 
ativação de uma reação por AAG* t , então, de acordo com a 
Equação [14.15], a velocidade da reação é aumentada por um 

/rt 

fator de e cal ' . Portanto, um aumento de velocidade de 10 

f -1 

vezes requer que AA G Mt seja igual a 5,71 kJ • mol , menos 
do a que metade da energia de uma ligação de hidrogênio 
típica. Quando AAG aat = 34,25 kJ • mol" 1 , há um aumento de 
um milhão de vezes na velocidade da reação, uma pequena 
fração da energia da maioria das ligações covalentes. O au- 
mento da velocidade, portanto, é uma função muito sensível 
à AA Gl. 



FIGURA 14.6 O efeito de um catalisador sobre o diagrama do 
estado de transição de uma reação. Neste caso, AG + = AG F., ri: - 
AGI,. 

É importante notar que a barreira cinética é diminuída 
igualmente tanto para a reação direta quanto para a reação 
inversa (Fig.14.6). Consequentemente, um catalisador ace- 
lera igualmente as reações direta e inversa de modo que a 
constante de equilíbrio não se altera. Os mecanismos quími- 
cos por meio dos quais as enzimas diminuem as barreiras de 
ativação são objeto de discussão da Seção 15.1, quando será 
visto que, geralmente, os mecanismos mais potentes envol- 
vem a ligação da enzima ao estado de transição ao invés da 
ligação ao substrato. 

2 CINÉTICA ENZIMÁTIC A 

dRy Ver Exploração guiada 12: Cinética de Michaelis-Menten, gráficos 
de Lineweaver-Burk e inibição enzimãtica As reações químicas da 
vida são mediadas por enzimas. Esses catalisadores são im- 
pressionantes, como foi visto no Capítulo 13, pois são alta- 
mente específicos para determinadas reações. Coletivamente 
são extremamente versáteis, pois as muitos milhares de enzi- 
mas conhecidas reaüzam reações tão diversas como reações 
de hidrólise, polimerização, transferência de grupos funcio- 
nais, oxidorredução, desidratação e isomerização, apenas 
para mencionar as classes mais comuns de reações mediadas 
por enzimas. As enzimas não são superfícies passivas sobre 
as quais as reações ocorrem, pelo contrário, elas são máqui- 
nas moleculares complexas que funcionam por meio de uma 
grande diversidade de mecanismos. Por exemplo, algumas 
enzimas agem apenas em uma única molécula de substrato, 
outras, agem sobre dois ou mais substratos diferentes seguin- 
do uma ordem de ligação que pode ser ou não ser obrigatória. 
Algumas enzimas formam complexos intermediários covalen- 
temente ligados aos seus substratos e outras não. 

A determinação da cinética de reações catalisadas por 
enzimas encontra-se entre as mais poderosas técnicas que 
existem para elucidar o mecanismo catalítico das enzimas. O 
restante deste capítulo é dedicado principalmente ao desen- 
volvimento de ferramentas cinéticas que são extremamente 
úteis na determinação de mecanismos cinéticos. Inicia-se 
esta seção com uma apresentação da teoria básica da cinética 
enzimática. 
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A. A equação de Michaeiis-Menten 

O estudo da cinética enzimática começou em 1902, quando 
Adrian Brown relatou uma investigação sobre a velocida- 
de da hidrólise da sacarose pela invertase (agora conhecida 
como p -fruto furanosidase) de levedura: 

Sacarose + H 2 0 > glicose + frutose 

Brown demonstrou que quando a concentração de sacarose 
é muito maior do que a concentração da enzima a velocidade 
da reação toma-se independente da concentração de saca- 
rose, isto é, em relação à sacarose a reação é de ordem zero. 
Consequentemente, ele propôs que a reação total é formada 
por duas reações elementares nas quais o substrato forma um 
complexo com a enzima que, subsequentemente, decompõe - 
-se nos produtos e na enzima: 

E + S ES P + E 

k-i 

em que E, S, ES e P simbolizam, respectivamente, a enzima, 
o substrato, o complexo enzima-substrato e os produtos (no 
caso de enzimas formadas por múltiplas subunidades iguais, 
E refere-se aos sítios ativos e não a moléculas de enzima). 
Segundo este modelo, quando a concentração do substrato 
for alta o suficiente para converter complemente a enzima na 
forma ES, a segunda etapa da reação torna-se a etapa limitan- 
te da velocidade e a velocidade total da reação é insensível ao 
aumento da concentração do substrato . 

A expressão geral para a velocidade desta reação é 

v = — = & 2 [ES] [14.16] 

dt 

A velocidade total da produção de ES é a diferença entre as 
velocidades das reações elementares que levam ao seu apare- 
cimento e as que levam ao seu desaparecimento: 

d[ES] r , r r , r 

T = *i[E][S] - *-i[ES] - A* ES] [14.17] 


Esta equação não pode ser integrada explicitamente sem que 
se aceite algumas simplificações. São duas as possibilidades: 

1. Supor o equilíbrio: em 1913, Leonor Michaelis e Maude 
Menten, estudando um trabalho anterior de Victor Henri, 
propuseram que k_ i»k 3 , de modo que a primeira etapa da 
reação atinge o equilíbrio. 



fc-i [E][S] 

ki [ES] 


[14.18] 


em que K é a constante de dissociação da primeira etapa 
da reação enzimática. Com essa suposição, a Equação 14.17 
pode ser integrada. Mesmo que geralmente essa suposição 
não seja correta, mas em reconhecimento à importância des- 
se trabalho pioneiro, o complexo não covalente enzima-subs- 
trato (ES) é conhecido como complexo de Michaelis. 

2. Supor o estado estacionário: a Fig. 14.7 ilustra a curva do 
progresso dos vários participantes da reação, segundo o mo- 
delo anterior, sob condições fisiológicas normais nas quais os 
substratos estão em excesso em relação à enzima. À exceção 



FIGURA 14.7 Curvas da progressão dos componentes de 
uma reação de Michaelis-Menten simples. Observe que, com 
exceção da fase transitória da reação, que ocorre antes do bloco 
sombreado, as inclinações das curvas da progressão de [E] e 
[ES] são essencialmente zero, desde que [S] >> [E] r (dentro 
do bloco sombreado). (Segundo Segei, I.H. Enzyme Kinetics,p. 
27, Wiley [1975].) ffo Ver Figuras animadas 


do estágio inicial da reação, a assim chamada fase transitória, 
que normalmente leva menos do que milissegundos (para 
misturar a enzima e o substrato), [ES] permanece aproxima- 
damente constante até que o substrato seja exaurido. Então, 
durante a maior parte do curso da reação, a velocidade de 
síntese de ES deve ser igual à velocidade de seu consumo, 
isto é, [ES] mantém-se em equilíbrio estacionário. Pode-se 
então supor, com um grau considerável de certeza, que [ES] 
é constante. Isto é, 


d[ ES] 

dt 



[14.19] 


Essa suposição do estado estacionário foi proposta pela pri- 
meira vez, em 1925, por G. E. Briggs e John B. S. Haldane. 

Para que possa ser usada, a expressão da cinética das 
reações totais deve ser formulada em termos de quantidades 
mensuráveis experimentalmente. As quantidades [ES] e [E] 
geralmente não são mensuráveis diretamente, ao contrário 
da concentração total da enzima, 

[E]t = [E] + [ES] [14.20] 

que pode ser determinada com facilidade. A dedução da 
equação da velocidade da reação enzimática está apresenta- 
da a seguir. Combinando a Equação [14.17] com a suposição 
do estado estacionário, Equação [14.19], e com a condição de 
conservação, Equação [14.20], obtém-se 

*i([E] t - [ES])[S] = (*., + At 2 )[ES] 
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que, rearranjando, torna-se 


[ES](fc. I + * 2 + fe 1 [S]) = fci[E] T tS] 
Dividindo ambos os lados por k, e resolvendo para [ES] , 



[E] t [E] 
K m I [S] 


em que K M , conhecida como constante de Michaelis, é defi- 
nida como 


k - 1 + k 7 

Km= k [14.21] 


O significado dessa constante de suma importância é discu- 
tido a seguir. 

A partir da Equação [14.16], a velocidade inicial da rea- 
ção pode então ser expressa nos termos das quantidades ex- 
perimentalmente mensuráveis [E] T e [S]: 




k 2 [ ES] 


MEItIs] 

Km + [S] t 14 ' 22 l 


em que t s é o tempo no qual o equilíbrio estacionário é atin- 
gido (geralmente milissegundos depois de t = 0). O uso da 
velocidade inicial (tomada operacionalmente como a ve- 
locidade medida antes que mais do que 10% do substrato 
converta-se em produto), no lugar de simplesmente a velo- 
cidade, minimiza fatores complicadores como os efeitos das 
reações reversíveis, a inibição da enzima pelos produtos e a 
inativação progressiva da enzima. 

A velocidade máxima da reação, V máx , ocorre em altas con- 
centrações de substrato, quando a enzima está saturada, o que 
corresponde a quando ela estiver inteiramente na forma de ES: 

^máx = MEJt [14.23] 

Então, combinando as Equações [14.22] e [14.23], obtém-se 


lmáx[S] 

K m + [S] 


[14.24] 


Esta expressão, a equação de Michaelis-Menten, é a equação 
básica da cinética enzimática. Ela descreve uma hipérbole 



FIGURA 14.8 Gráfico da velocidade inicial v a de uma reação 
de Michaelis-Menten simples versus a concentração do substra- 
to [S]. Os pontos estão colocados em intervalos de 0,5 -K u de 
concentração de substrato entre 0,5 K M e 5 K u . 4 yò Ver Figuras 
animadas 


retangular como a que está no gráfico da Fig. 14.8 (embora 
esta curva estej a em uma rotação de 45° e extrapolada para a 
origem em relação aos exemplos de hipérboles utilizados na 
maioria dos textos de álgebra elementar). A curva da função 
da saturação da mioglobina por oxigênio, Equação [10.4], tem 
a mesma forma. 

a. O significado da constante de Michaelis 
A constante de Michaelis, K M , tem uma definição opera- 
cional simples. Na concentração de substrato em que [S] = 
[üf w ], a Equação [14.24] leva a que v a = V má J2, portanto K M 
é a concentração de substrato na qual a velocidade da reação 
é metade da velocidade máxima. Consequentemente, se uma 
enzima tiver um valor de K M pequeno, ela atinge o máximo 
de eficiência catalítica em baixas concentrações de substrato. 

A magnitude do K M varia amplamente com o tipo de en- 
zima e a natureza do substrato (Tabela 14.1). Ela é também 
uma função da temperatura e do pH (ver a Seção 14.4). A 
constante de Michaelis (Equação [14.21]) também pode ser 
expressa como: 

/c_ 1 k 2 k 7 

K » = T- + ir Ks + 114251 


TABELA 14.1 Valores de K Sf , k Kat e de k^/K^ de algumas enzimas e substratos 


Enzima 

Substrato 

K m (M) 

(s- 1 ) 

kJK M {MT' ■ O 

Acetilco lin esterase 

Acetilco lina 

9,5 X 10' s 

1,4 X 10 4 

1,5 X 10 s 

Anidrase carbônica 

co 2 

1,2 X lü' 2 

1,0 X 10 É 

8,3 X 10 7 


HCO“ 

2,6 X 1(T 2 

4,0 X 1Ü 5 

1,5 X 10 7 

Catalase 

HA 

2,5 X IO' 2 

1,0 X 10 7 

4,0 X 10 s 

Quimotripsina 

IV-Acetilglicina etil éster 

4,4 X 10' 1 

5,1 X 10~ 2 

1,2 X 10' 1 


iV-Acetilvalina etil éster 

8,8 X lü' 2 

1,7 X 10' 1 

1,9 


iV-Acetiltirosina etil éster 

6,6 X 10' 4 

1,9 X 10 2 

2,9 X 10 5 

Fumar ase 

Fumarato 

5,0 X 10' 6 

8,0 X 10 2 

1,6 X 10 s 


Malato 

2,5 X 10' 5 

9,0 X 10 2 

3,6 X 10 7 

Superóxido-dismutase 

Ion super óxido (0 2 ~) 

3,6 X 1Q' 4 

1,0 X 10 É 

2,8 X 10 9 

Urease 

Ureia 

2,5 X 10' 2 

1,0 X 10 4 

4,0 X 10 5 
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Uma vez que K s é a constante de dissociação do comple- 
xo de Michaelis, à medida que K s diminui, a afinidade da en- 
zima pelo substrato aumenta. K M , portanto, também é uma 
medida da afinidade da enzima pelo seu substrato, desde que 
k/kj seja pequeno se comparado com K s , isto é, k 2 < k_ r 


ticamente sofisticados. Contudo, os gráficos de Lineweaver- 
Burk são inestimáveis tanto para a apresentação visual dos 
dados cinéticos como também são úteis para analisar dados 
cinéticos de enzimas que usam mais do que um substrato 
(Seção 14.5C). 


B. Análise dos dados cinéticos 

Há vários métodos para determinar os valores dos parâme- 
tros da equação de Michaelis-Menten. Quando [S] tem valo- 
res muito altos, a velocidade inicial v 0 aproxima-se assintoti- 
camente a V máx . Na prática, entretanto, é muito difícil obter o 
valor de V máx com precisão a partir dos gráficos de v 0 versus 
[S], como na Fig. 14.8. Mesmo em concentrações tão altas de 
substrato como [S] = 10 K M> a Equação [14.24] indica que v 0 
é apenas 91 % da V máx , de modo que o valor obtido pela ex- 
trapolação da assintota será, com toda certeza, subestimado. 

Um método melhor para determinar os valores de V máx 
e K m , que foi formulado por Hans Lineweaver e Dean Burk, 
usa a recíproca da Equação [14.24]: 


1 = + J_ 

v o ' V máx / [S] V m; j x 


[14.26] 


Esta equação (l/v„ e 1/[S]) é linear. Se essas grandezas fo- 
rem colocadas em um gráfico, o denominado gráfico de 
Lineweaver- Burk ou gráfico duplo-recíproco, a inclinação 
da linha é KJ V^ , l/v 0 intercepta 1/U ináx , e a intersecção da 
extrapolação de 1/[S] é -1 IK M (Fig. 14.9). Este gráfico tem 
uma desvantagem. Uma vez que a maioria das medições ex- 
perimentais envolve concentrações relativamente altas de 
S], os pontos, portanto, acumulam-se no lado esquerdo do 
gráfico. Assim, para valores pequenos de [S], pequenos erros 
na v 0 levam a grandes erros em l/v 0 e, consequentemente, a 
grandes erros em K M e V m(U . 

Vários outros tipos de gráficos, cada qual com suas van- 
tagens e desvantagens, foram desenvolvidos para a determi- 
nação de V máx e K M a partir de dados cinéticos. Com o ad- 
vento dos computadores, entretanto, os dados cinéticos são 
geralmente analisados por tratamentos estatísticos matema- 


Uv 0 



FIGURA 14.9 Gráfico duplo recíproco (Lineweaver- 
-Burk). As barras de erro correspondem a ± 0,05 V m&x . Os 
pontos indicados são os mesmos da Fig. 14.8. Observe o grande 
efeito de pequenos erros quando a [S] é pequena ([1/[S] gran- 
de) e o acúmulo de pontos quando [S] é grande. 
ijfo Ver Figuras animadas 


a. k cat /K M é uma medida da eficiência catalítica 
Os parâmetros cinéticos de uma enzima fornecem uma ma- 
neira de quantificar a eficiência catalítica da enzima. Pode-se 
definir a constante catalítica de uma enzima como 


íc = 


V 4 

y tnax 


[E] 


T 


[14.27] 


Esta grandeza também é conhecida como o número de reno- 
vação ( tumover ) de uma enzima porque ela indica o número 
de vezes (ciclos de catálise) que cada sítio ativo da enzima 
catalisa uma reação por unidade de tempo. O número de 
renovação de algumas enzimas está apresentado na Tabela 
14.1. Observe que os valores desta grandeza variam em até 
mais do que oito ordens de magnitude, dependendo da en- 
zima e de seu substrato. A Equação [14.23] indica que, para 
o modelo de Michaelis-Menten, k aíl = k 2 . Para enzimas com 
mecanismos mais complicados, a k cm pode ser função de vá- 
rias constantes de velocidade. 

Quando [S]<<^ tf , pouco ES é formado. Consequente- 
mente, [E] ~ [E] t e então a Equação [14.22] é reduzida a 
uma equação de velocidade que é de segunda ordem: 

Vo-Í") [E] t [S] - ( [E] [S] [14.28] 

\k m / 


KJK m é a constante aparente de segunda ordem da velo- 
cidade da reação enzimática; o prosseguimento da reação 
varia segundo a frequência com que a enzima e o substrato 
encontram-se na solução. Portanto, a grandeza k c JK M é uma 
medida da eficiência catalítica da enzima. 

b. Algumas enzimas chegam a atingir a perfeição catalítica 

Existiria um limite para a eficiência da catálise enzimática? 
A partir da Equação [14.21] verifica-se que 

k çat _ - kíkl 

K M K M £-1 + ^2 



Esta relação é máxima quando k ? » k_ 2 , isto é, quando, a 
partir do complexo de Michaelis (ES) , a formação do pro- 
duto for muito rápida quando comparada com a decomposi- 
ção do complexo novamente em substrato e enzima. Então 
k c JK u = k x , a constante de segunda ordem para a formação 
de ES. O termo k x , obviamente, não pode ser maior do que 
a frequência com que as moléculas de enzima e substrato 
colidem entre si na solução. Este limite controlado pela di- 
fusão encontra-se na faixa de 10 8 a 10 9 M~' • s” 1 . Portanto, 
as enzimas que possuem valores de k c JK M dessa ordem 
devem catalisar uma reação praticamente toda vez que en- 
contrarem uma molécula de substrato. A Tabela 14.1 indica 
que várias enzimas, especificamente, catalase, superóxido- 
-dismutase, fumar ase, acetilcolinesterase e, possivelmente, 
a anidrase carbônica, atingiram este estado de virtual per- 
feição catalítica. 
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FIGURA 14.10 Secção transversal do sítio ativo da superóxi- 
do-dismutase humana (SOD). A enzima liga um íon Cu 2 e um 
íon Zn 2 ! (esferas em cor de laranja e em dano). A superfície da 
molécula de SOD está representada por uma superfície ponti- 
lhada, que está colorida segundo a carga eletrostática (verme- 
lho indica mais negativo, amarelo indica negativo, verde indica 
neutro, ciano indica positivo e azul indica mais positivo). Os 
vetores do campo eletrostático estão representados por flechas 
coloridas da mesma cor. Observe que este campo eletrostático 
pode dirigir o íon superóxido carregado negativamente para 
o sítio de ligação, que está localizado entre o íon Cu 2 e a Arg 
143. (Cortesia de Elizabeth Getzoff, The Scripps Research Ins- 
titute, La Jolla, Califórnia, EUA.) 


Então, como é que uma enzima pode catalisar uma 
reação toda vez que encontra uma molécula de substrato, 
uma vez que o sítio ativo ocupa geralmente apenas uma 
pequena parte do total da área da superfície das enzimas? 
Aparentemente, no caso da superóxido-dismutase (SOD), o 
arranjo dos grupos carregados presentes na superfície da en- 
zima serve como um guia eletrostático para dirigir o substra- 
to carregado ao sítio ativo da enzima (Fig. 14.10). (A SOD, 
que está presente em quase todas as células, atua inativando 
o altamente reativo, e, portanto perigoso, radical superóxi- 
do [0 2 -], pois catalisa a reação 20 2 * + 2H —> H 2 0 2 + 0 2 ; 
Seção 22.4Ch). Outras enzimas, incluindo a acetilcolineste- 
rase (Seção 20.5Ch), têm mecanismos similares para canali- 
zar substratos polares para os seus respectivos sítios ativos. 


a. 0 modelo de um único Intermediário 

A modificação do modelo de Michaelis-Menten para incor- 
porar a reação inversa fornece o seguinte esquema: 

E + S ES P + E 

k_i k_ 2 

(Aqui ES pode igualmente ser chamado de EP, pois este mo- 
delo não especifica a natureza do complexo intermediário.) 
A equação que descreve o comportamento cinético desse 
modelo (deduzida no Apêndice A deste capítulo) é expressa 
por 



[14.30] 


em que 


/ 


max 


^2[E] t 




FLax = fc-l[E] T 




+ k 2 


k 


-2 


e 


[E] T = [E] + [BS] 

Essencialmente, esta é a equação de Michaelis-Menten que 
funciona tanto para a reação direta como para a reação in- 
versa. Com efeito, em [P] = 0, isto é, quando v = v 0 , esta 
equação torna-se a equação de Michaelis-Menten. 


b. A relação de Haldane 

No equilíbrio, que é atingido depois do curso da reação, v = 0, 
de modo que a Equação [14.30], que é válida tanto para o equi- 
líbrio como para o estado estacionário, pode ser resolvida em 



[14.31] 


em que [P] e [S] eq são as concentrações de P e S no equilíbrio. 
Esta relação, denominada relação de Haldane, demonstra que 
os parâmetros cinéticos de uma reação reversível catalisada por 
uma enzima não são independentes entre si. Ao contrário , estão 
relacionados pela constante de equilíbrio da reação total, que, 
obviamente, independe da presença da enzima. 


C. Reações reversíveis 

Implicitamente, o modelo de Michaelis-Menten pressu- 
põe que a reação enzimática inversa pode ser desprezada. 
Muitas reações enzimáticas são altamente reversíveis (têm 
uma energia livre de reação pequena), de modo que elas 
levam a produtos que reagem formando novamente os 
substratos a uma velocidade significativa. Nesta seção, a 
restrição do modelo de Michaelis-Menten à reação inver- 
sa não será considerada na discussão e, com isso, alguns 
princípios cinéticos interessantes e importantes poderão 
ser descobertos. 


c. Os dados cinéticos não permitem estabelecer o 
mecanismo da reação sem ambiguidade 

Uma enzima que forma um complexo reversível com seu subs- 
trato deve igualmente poder formar um complexo reversível 
com o produto; isto é, ela deve ter um mecanismo do tipo 

ki ki k 3 

E + S ES EP P + E 

k-i k_2 k_ 3 

Esta equação, cuja dedução é análoga à dedução descrita no 
Apêndice A para o modelo de um único intermediário, des- 
creve o comportamento cinético deste modelo de dois inter- 
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mediários e tem uma forma idêntica à da Equação [14.30]. 

f 1 C 1 ti 

Entretanto, os parâmetros V ; máx , V máx , K w e K M são defi- 
nidos nos termos das seis constantes cinéticas do modelo de 
dois intermediários e não mais das quatro constantes do mo- 
delo de um intermediário. Realmente, as equações de veloci- 
dade do estado de equilíbrio das reações reversíveis com três 
ou mais intermediários também têm esta forma, porém os 
quatro parâmetros são definidos de maneira diferente. 

Os valores V f iná , V r mÁX , K S M e K F M na Equação [14.30] 
podem ser determinados manipulado -se adequadamente 
as concentrações iniciais dos substratos e dos produtos sob 
condições de equilíbrio estacionário. Isto, entretanto, não 
permite calcular os valores das constantes de velocidade do 
modelo de dois intermediários porque, embora existam seis 
constantes, há apenas uma equação que descreve as relações 
entre elas. Além disso, medições cinéticas em condições de 
equilíbrio estacionário não permitem identificar o número 
de intermediários de uma reação reversível catalisada por 
uma enzima, porque a forma da Equação [14.30] não se alte- 
ra em função do número de intermediários. 

A função que identifica as equações que descrevem es- 
tes esquemas de reação pode ser compreendida fazendo uma 
analogia entre um modelo de reação reversível de “n” inter- 
mediários e uma “caixa preta” contendo um sistema de ca- 
nalização de água com apenas um cano de entrada e também 
um único cano de saída. 



No equilíbrio estacionário, isto é, após os canos estarem 
cheios de água, pode-se medir a relação entre as pressões dos 
fluxos de entrada e de saída. Entretanto, esta determinação 
não fornece informação alguma a respeito dos detalhes da 
construção do encanamento existente dentro da caixa que 
liga a entrada e a saída de água. Isso necessitaria de maiores 
observações como, por exemplo, abrir a caixa e acompanhar 
o traçado dos canos. De maneira semelhante, as medições ci- 
néticas no equilíbrio estacionário podem fornecer apenas uma 
descrição fenomenológica do comportamento das enzimas, 
sendo que a natureza dos intermediários permanece indeter- 
minada. No entanto, esses intermediários devem ser detec- 
tados e caracterizados por meios independentes, como, por 
exemplo, por análises espectroscópicas . 

A discussão a seguir esclarece um princípio central da 
análise cinética. A análise da cinética de equilíbrio estacio- 
nário de uma reação não pode estabelecer o mecanismo da 
reação sem ambiguidade. Isso porque, a despeito de quão 
simples, elegante ou racional for o mecanismo que se postule 
para incluir a totalidade dos dados cinéticos, existem infinitos 
mecanismos alternativos, talvez muito complicados, difíceis e 
mesmo parecendo irracionais que também podem acomodar 


com perfeição os mesmos dados cinéticos. Normalmente, o 
mecanismo correto é o mais simples e elegante. Se, entretan- 
to, os dados cinéticos não forem compatíveis com um dado 
mecanismo, ele deve ser rejeitado. Embora não se possa utili- 
zar a cinética para estabelecer inequivocamente um mecanis- 
mo sem que haja confirmação por outro tipo de dados (como 
a demonstração física da existência de um intermediário) , a 
análise de dados cinéticos de um estado estacionário de uma 
reação é de grande valia, pois ela pode ser útil para descartar 
a validade de algum ou alguns dos mecanismos propostos. 


3 INIBIÇÃO 

Muitas substâncias modificam a atividade de uma enzima 
por combinarem-se com ela de tal maneira que influenciam 
a ligação com o substrato ou o número de renovação enzi- 
mática. As substâncias que reduzem a atividade das enzimas 
desse modo são conhecidas como inibidores. 

Muitos inibidores são substâncias que se assemelham es- 
truturalmente ao substrato da enzima, mas ou não reagem ou, 
quando comparados ao substrato, reagem muito lentamente. 
Normalmente, nos esforços de elucidar o mecanismo catalíti- 
co das enzimas, são usados inibidores para testar a natureza 
química e de conformação do sítio de ligação ao substrato. 
Além disso, muitos inibidores de enzimas são eficazes como 
agentes quimioterapêuticos, pois um substrato “não natural” 
pode bloquear a ação de uma enzima específica. Por exemplo, 
o metotrexato (também denominado de ametopterina) asse- 
melha-se quimicamente ao di-hidrofolato. O metotrexato liga- 
-se firmemente à enzima tetra-hidrofolato-redutase, evitando 
assim que ela desempenhe sua função normal, a redução do 
di-hidrofolato a tetra-hidrofolato, um cofator essencial na 
biossíntese de dTMP, um precursor do DNA (Seção 28.3B): 


O 

I! 

c — NHÇHCH 2 CH 2 COO” 
' \ COO" 




Di-hidrofolato 

Di-hidrofolato -redutas e 
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O 

II 

c — NHCHCH 2 CH 2 COO 



Metotr exato 

Di-hidrofolato-redutase 

NÃO REAGE 

Células que estejam se dividindo rapidamente, como as 
células cancerosas que estão muito engajadas na síntese de 
DNA, são muito mais suscetíveis à ação do metotrexato do 
que células que estejam crescendo lentamente, como as célu- 
las dos tecidos normais dos mamíferos. Desse modo, o meto- 
trexato, quando administrado em dosagem adequada, mata as 
células cancerosas sem envenenar mortalmente o hospedeiro. 

Existem vários mecanismos por meio dos quais os inibi- 
dores de enzimas podem agir. Nesta seção, serão discutidos 
alguns dos mecanismos mais simples e os seus efeitos sobre o 
comportamento cinético das enzimas que seguem o modelo 
de Michaelis-Menten. 


A. Inibição competitiva 

Uma substancia que possa competir diretamente com o subs- 
trato normal pelo sítio de ligação enzimática é conhecida como 
inibidor competitivo. Esses inibidores normalmente têm uma 
semelhança tal com o substrato que eles se ligam espedfica- 
mente ao sítio ativo da enzima, mas diferem do substrato por 
não serem reativos. Assim, o metotrexato é um inibidor com- 
petitivo da di-hidrofolato-redutase. Da mesma maneira, a suc- 
cinato-desidrogenase, enzima do ciclo do ácido cítrico que age 
convertendo succinato em fumarato (Seção 21 .3F), é inibida 
competitivamente por malonato, que tem semelhança estrutu- 
ral com o succinato, mas que não pode ser desidrogenado. 


COO" 

ch 2 

ch 2 

coo~ 


Succinato- des idrogenas e 


OOC H 


/ C \ 

H COO 


ambos os grupos carboxilatos do substrato, supostamente 
pela influência de dois resíduos carregados positivamente 
posicionados adequadamente. 

O modelo geral da inibição competitiva é dado pelo se- 
guinte esquema: 

E + S ES — P + E 

k-i 

+ 

I 

A 

Ki 

Y 

EI + S ► NÃO REAGE 


Supõe-se que I, o inibidor, liga-se reversivelmente à enzima e 
está em um equilíbrio rápido, de modo que 


K 

1 [EI] [14.32] 

Supõe-se também que EI, o complexo enzima-inibidor, seja 
não reativo. Consequentemente, um inibidor competitivo age 
reduzindo a concentração de enzima livre disponível para se 
ligar ao substrato. 

Como nos casos anteriores, a ideia é expressar v 0 em ter- 
mos de quantidades mensuráveis, neste caso [E] x , [S] e [I]. É 
preferível iniciar a dedução, assim como na dedução da equa- 
ção de Michaelis-Menten, com a expressão da condição de 
conservação, que agora deve considerar a existência de EI. 


[E] T = [E] + [EI] + [ES] [14.33] 

A concentração da enzima pode ser expressa em termos de 
[ES] rearranj ando-se a Equação [14.17] de forma a manter as 
condições de equilíbrio estacionário: 


[E] = - 


K m [ES] 


[S] 


[14.34] 


Acha-se a concentração do complexo enzima-inibidor rear- 
ranj ando-se a Equação [14.32] e substituindo o termo [E] 
pela Equação [14.34]: 


[EI] 


[E][I] _ WES][I] 
Ki [S] Ki 


[14.35] 


A substituição das duas últimas duas equações na Equação 
[14.33] produz 

1E1 1 ■ IES| { ff (' + i;) +1 } 


Succinato 


Fumarato 


que pode ser resolvida para [ES] rearranj ando- a para 


COCT 

Succinato-desidrogenase 

CH 2 NAO REAGE 

COCT 

Malonato 

A eficácia do malonato em inibir competitivamente a succi- 
nato-desidrogenase sugere fortemente que o sítio de ligação 
da enzima pelo substrato tem um desenho ajustado para Ügar 


[ES] = 


[E] T [S] 


Kjl + 


K 


+ [S] 


de modo que, de acordo com a Equação [14.22], a velocidade 
inicial é expressa por 


v D = ^2 [ES] = 


MEJtIS] 


K m [ 1 + 


[I] 

K 


[14.36] 


+ [S] 
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Então, definindo-se 


a 



[14.37] 


e V máx ~ /c 2 [E] t , como na Equação [14.23], 

_ Vmâx [SJ 

V ° <xK m + [S] 


[14.38] 


Esta é a equação de Michaelis-Menten com o valor de K M 
modulado por um fator a, uma função da concentração de 
inibidor (o qual, de acordo com a Equação [14.37], deve 
sempre ser > 1). Portanto, o valor de [S] é aK w quando v 0 

= V*J 2. 

A Fig. 14.11 mostra o gráfico hiperbólico da Equação 
[14.38] para vários valores de a. Observe que, como [S] — > 
oo, v u —> V mAx para qualquer valor de a. Entretanto, quanto 
maior for o valor de a, maior deve ser [S] para que se chegue 
a V r nláx . Portanto, o inibidor não afeta o número de renova- 
ção da enzima. Em vez disso, a presença do inibidor tem o 
efeito de fazer [S] parecer mais diluído do que realmente é, 
ou, alternativamente, faz K M parecer maior do realmente é. 
Da mesma maneira, o aumento de [S] desvia o equilíbrio 
da ligação com o substrato no sentido da formação de ES. 
Assim, há uma verdadeira competição entre I e S pelo sí- 
tio da enzima que liga o substrato, pois essas ligações se ex- 
cluem mutuamente. 

Reformatando a Equação [14.38] na forma duplo-recí- 
proca tem-se 


1 _ i + 1 

Vo [S] Fmá 


[14.39] 


O gráfico desta equação é linear e tem uma inclinação de 
aK jV máx , uma intersecção no eixo 1/[S] igual a - HaK w e 
uma intersecção no eixo l/v 0 igual a 1/V máx (Fig. 14.12). Os 
gráficos duplos-recíprocos de um inibidor competitivo com 
várias concentrações de inibidor interceptam o eixo l/v 0 em 
l/V mÁx . Isso serve como diagnóstico de inibição competitiva, 


em comparação com outros tipos de inibição (Seções 14.3B 
e 14.3C). 

Determinando-se os valores de a em diferentes concen- 
trações de inibidor, pode-se achar o valor de K ; pela Equação 
[14.37]. Dessa maneira, pode-se usar inibidores competitivos 
para testar a estrutura do sítio ativo. Por exemplo, para con- 
firmar a importância que os segmentos da molécula de ATP 



ATP 


têm para a ligação ao sítio ativo de enzimas que necessitam 
de ATP pode-se determinar os valores de K x para difosfato 
de adenosina (ADP, de adenosine diphosphate), monofosfa- 
to de adenosina (AMP, de adenosine monophosphate ) , ribo- 
se, íon trifosfato, etc. Uma vez que a maioria destes compo- 
nentes do ATP é cataliticamente inativa, estudos de inibição 
são a maneira mais conveniente de monitorar a ligação des- 
sas moléculas à enzima. 

Se o inibidor liga-se irreversivelmente à enzima, ele é 
classificado como um inativador, como é o caso de qualquer 
agente que, de algum modo, inative a enzima. Os inativado- 
res reduzem verdadeiramente o nível efetivo de [E] T em to- 
dos valores de [S]. Reagentes que modificam resíduos espe- 
cíficos de aminoácidos podem agir desse modo. 



[S] 

FIGURA 14.11 Inibição competitiva. Gráfico da velocidade 
inicial v u de uma reação simples de Michaelis-Menten versus a 
concentração do substrato [S] na presença de diferentes con- 
centrações de um inibidor competitivo. 



FIG URA 14.12 Gráfico de Lineweaver-Burk da enzima de 
Michaelis-Menten descrita na Fig. 14.11 inibida competitiva-' 
mente. Observe que todas as linhas se interceptam em 1 IV mí 
no eixo l/v 0 . fc Ver Figuras animadas 
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B. Inibição incompetitiva 

Na inibição incompetitiva, o inibidor liga-se diretamente ao 
complexo enzima-substrato e não à enzima livre: 


ti 

E + S 5=^ ES 

*- 1 

+ 

I 


?%■ P + E 


K 1 


ESI 


» NÃO REAGE 


Supõe-se que a etapa de ligação ao inibidor, que tem uma 
constante de inibição igual a 



[ES][lj 

[ESIJ 


[14.40] 


estej a no equilíbrio. A ligação do inibidor incompetitivo (que 
não precisa ter semelhança com o substrato) causa alguma 
distorção estrutural no sítio ativo que toma a enzima cataliti- 
camente inativa. (Nos casos em que o inibidor liga-se apenas 
à enzima, ele não afeta a afinidade dela pelo substrato.) 

A equação de Michaelis-Menten para a inibição incom- 
petitiva, cuja dedução encontra-se no Apêndice B deste ca- 
pítulo, é 


em que 



mas 


[S] 


Km + d'[S] 


a' = 1 + 



[14.41] 


[14.42] 


O exame cuidadoso desta equação indica que, em valores 
elevados de [ S J, v , aproxima-se assintoticamente de V mú /a', 
de maneira que, ao contrário da inibição competitiva, o au- 
mento da concentração do substrato não reverte os efeitos da 
inibição incompetitiva sobre a V máx . Já em baixas concentra- 
ções de substrato, isto é, quando [S] << K w o efeito de um 
inibidor incompetitivo é desprezível, novamente o oposto do 
comportamento de um inibidor competitivo. 

Quando colocada na forma duplo-recíproca, a Equação 
[14.41] passa a 



V 


o 




V 


max 


[14.43] 


O gráfico de Lineweaver-Burk para a inibição incompetitiva 
é linear e tem como inclinação K^/V máx , da mesma maneira 
que na reação não inibida, e as intersecções nos eixos II v a e 
1/[S] têm como valores a’/V màx e — oL r /K M , respectivamente. 
Uma série de gráficos de Lineweaver-Burk com várias con- 
centrações de inibidor incompetitivo forma um conjunto de 
linhas paralelas (Fig. 14.13), que serve de diagnóstico de inibi- 
ção incompetitiva . 

A inibição incompetitiva necessita que o inibidor afete 
a atividade catalítica da enzima sem afetar a ligação ao subs- 
trato. No caso das enzimas que usam apenas um substrato, 
é difícil conceber como é que isso pode ocorrer, exceto no 



FIGURA 14.13 Gráfico de Lineweaver-Burk de uma enzima 
de Michaelis-Menten simples na presença de um inibidor não 
competitivo. Observe que todas as linhas têm uma mesma in- 
clinação KJV mãx . Ver Figuras animadas 

caso de pequenos inibidores como prótons (ver Seção 14.4) 
ou íons metálicos. Contudo, a inibição incompetitiva é im- 
portante para as enzimas que usam vários substratos, como 
será discutido na Seção 14.5C. 

C. Inibição mista 

O modelo que resulta quando tanto a enzima como o com- 
plexo enzima-substrato ligam-se ao inibidor é o seguinte: 

fei & 

E + S ES — P + E 

fe_ 3 


Hh + 

i i 
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A 

Kl 

f 

K[ 

r 


EI ESI » SEM REAÇÃO 

Supõe-se que ambas as etapas de ligação ao inibidor es- 
tejam em equilíbrio, mas possuem constantes de dissociação 
diferentes: 


[E][I] , [ES][I] 

e K i = 

[EI] [ESI] 


[14.44] 


Esse fenômeno é conhecido como inibição mista ou ini- 
bição não competitiva. Presume-se que um inibidor misto 
liga-se à enzima tanto nos sítios que participam na ligação 
ao substrato como também aos sítios que participam da ca- 
tálise. 

A equação de Michaelis-Menten para a inibição mista, 
cuja dedução encontra-se no Apêndice C deste capítulo, é 

_ E máx [S] 
aK M + a'[ s I 


[14.45] 


em que a e a' estão definidos nas Equações [14.37] e [14.42], 
respectivamente. A partir da Equação [14.45], pode-se ob- 
servar que o nome “inibição mista” vem do fato que o deno- 
minador tem o fator a multiplicando o K M , como no caso da 
inibição competitiva (Equação [14.38]), e o fator a' multipli- 
cando [S], como na inibição incompetitiva (Equação [14.41]). 
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FIGURA 14.14 Gráfico de Lmeweaver-Burk de uma enzima 
de Michaelis-Menten simples na presença de um inibidor mis- 
to. Observe que as linhas se cruzam no lado esquerdo do eixo 
l/v„. As coordenadas deste ponto estão em colchetes. Observe 
que, quando = K{, a = a' e as linhas se cruzam no eixo 1/[S] 

em — 1 !K m . Ver Figuras animadas 


podem ser observados na presença de inibidores para as 
equações de Michaelis-Menten que descrevem as enzimas 
inibidas. 

4 EFEITOS DO pH 

Por serem proteínas, as enzimas têm propriedades sensíveis 
ao pH. De fato, muitas proteínas só são ativas em uma faixa 
estreita de pH, tipicamente entre 5 e 9. Isso é o resultado 
dos efeitos do pH sobre uma combinação de fatores: ( 1 ) a 
ligação do substrato à enzima, (2) a atividade catalítica da 
enzima, (3) a ionização do substrato e (4) a variação da es- 
trutura da proteína (normalmente importante apenas em 
extremos de pH). 

a. A dependência das enzimas de Michaelis-Menten simples 
ao pH 

As curvas de velocidade inicial em função do pH de mui- 
tas reações enzimáticas apresentam a forma de sino (p. ex., 
Fig. 14.15). Essas curvas são o reflexo da ionização de certos 
resíduos de aminoácidos que devem estar em estados de io- 
nização específicos para que haja atividade enzimática. O 
seguinte modelo pode representar esses efeitos de pH. 

E~ ES " 


Portanto, os inibidores mistos são efetivos tanto em baixas 
como em altas concentrações de substrato. 

A equação de Lineweaver-Burk para a inibição mista é 

1 ( olKm\ 1 a f 

7 ’ + 7“ l 14 - 46 J 

O gráfico desta equação é formado por linhas que têm como 
inclinação aK M /V mAK , intersecção no eixo l/v 0 de ct'IV máx e in- 
tersecção no eixo 1/[S] de -a'/aK M (Fig. 14.14). A manipula- 
ção algébrica da Equação [14.46], para diferentes valores de 
[I] , mostra que esta equação descreve um conj unto de linhas 
que se cruzam no lado esquerdo do eixo l/v 0 (Fig. 14.14). 
Para o caso especial no qual K t = K[ {a = a'), a intersecção 
também ocorre no eixo 1/[S], e é uma situação que, devido à 
ambiguidade da nomenclatura, muitas vezes é denominada 
de inibição não competitiva. 

A Tabela 14.2 apresenta um resumo dos resultados vis- 
tos até agora, no que se refere à inibição de enzimas que se- 
guem o modelo de Michaelis-Menten. As grandezas e 
são os valores “aparentes” de K M e V máx que realmente 
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Nesta expansão do modelo de reação simples de um só subs- 
trato e sem reversão da reação, supõe-se que apenas EH e 
ESH sej am cataliticamente ativas. 

A equação de Michaelis-Menten correspondente a este 
modelo e que está deduzida no Apêndice D é 


VUÍ s] 

k 'm + [SJ [14.47] 

Aqui, os parâmetros aparentes de Michaelis-Menten são de- 
finidos como 


TABELA 14.2 Efeitos de inibidores sobre os parâmetros da equação de Michaelis-Menten" 


Tipo de Inibição 
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pH 


FIGURA 14.15 Efeito do pH sobre a velocidade inicial da 
reação catalisada pela enzima fumarase. (Segundo Tanford, C., 
Physical Chemistry of Macromolecules, p. 647, Wiley [1961].) 

= *W/ 2 e K'.u = 



FIGURA 14.16 A dependência do pH de (a) log e (6) 

log (VUK^ As linhas em azul-claro indicam a maneira pela 
qual as constantes de ionização molecular podem ser determi- 
nadas pela extrapolação gráfica. 


em que 
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sendo que V m&x e K M referem-se às formas ativas da enzima, 
EH e ESH. Observe que em dado pH, a Equação [14.47] 
comporta-se como uma equação simples de Michaelis-Men- 
ten, mas apresenta uma forma de sino, pois e f 2 variam em 
função do próprio pH (p. ex., Fig. 14.15). 


b. Avaliação das constantes de ionização 
As constantes de ionização das enzimas que obedecem à 
Equação [14.47] podem ser avaliadas pela análise de curvas 
log y^ áx versus pH, que fornecem valores de X ES1 e K ES2 (Fig. 
14.16a), e de log (V má JK' M ) versus pH, que fornecem K El e 
K E2 (Fig. 14.16 6). Isto, obviamente, exige que os parâmetros 
de Michaelis-Menten da enzima sejam determinados em 
uma série de pH diferentes. 

A medição dos valores de pK' frequentemente fornece 
pistas que podem levar à identificação de resíduos de aminoã- 
cidos essenciais para a atividade enzimática. Por exemplo, a 
obtenção de um valor de p K de ~4 sugere que um resíduo de 
Asp ou Glu é essencial para a enzima. De maneira semelhan- 
te, valores de pK de ~6 ou ~10 sugerem a participação de 
resíduos de His ou Lys, respectivamente. Entretanto, o p K 
de um determinado grupo acidobásico pode variar por até 
várias unidades de pH em relação ao valor previsto devido a 
interações eletrostáticas com grupos carregados das proximi- 
dades, bem como devido à proximidade com regiões de baixa 
polaridade. Por exemplo, o grupo carboxilato de um resíduo 
de Glu que esteja formando uma ponte salina com um resí- 
duo de Lys é estabilizado pela carga positiva que está próxi- 
ma e, consequentemente, tem um pK inferior ao que teria 
em outra situação, isto é, tem maior dificuldade em protonar. 


Igualmente, um grupo carboxilato que esteja imerso em uma 
região de baixa polaridade é menos ácido do que o normal 
porque atrai prótons com mais intensidade do que quando 
está em regiões de alta polaridade. Portanto, a identificação 
de um determinado resíduo de aminoácido pela caracteriza- 
ção cinética do p K deve ser verificada também por outros 
tipos de análise, como por exemplo o uso de reagentes espe- 
cíficos para certos grupos, de modo a inativar algum provável 
resíduo essencial. 


5 REAÇÕES DE BISSUBSTR ATO 

Até agora, este capítulo ateve-se a reações envolvendo enzi- 
mas que precisam de um único substrato. Reações enzimá- 
ticas envolvendo dois substratos e levando a dois produtos 

E 

A + B P + Q 

são responsáveis por cerca de 60% de todas as reações bio- 
químicas conhecidas. Praticamente todas as assim denomi- 
nadas reações de bissubstrato são reações de transferase (nas 
quais a enzima catalisa a transferência de um grupo funcional 
X de um substrato para outro): 

P — X + B P + B — X 

ou então são reações de oxidorredução (nas quais há trans- 
ferência de equivalentes redutores entre dois substratos). 
Por exemplo, a hidrólise da ligação peptídica por tripsina 
(Seção 7.1E) consiste na transferência do grupo carbonila 
peptídico de um átomo de nitrogênio peptídico para a água 
(Fig. 14.17a). De maneira semelhante, na reação da álcool- 
-desidrogenase (Seção 13.2A), um íon hidreto é formalmente 
transferido de uma molécula de etanol para uma de NAD + 
(Fig. 14.176). Embora tais reações de bissubstrato possam, 
a princípio, ocorrer por uma variedade de mecanismos, so- 
mente alguns tipos são observados comumente. 
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(a) 

O O 

• Tripsina H + 

Ri-C-NH-Ra + H 2 0 - — ► Rj-C — (T + H 3 N-R 2 

Polipeptídeo 


(b) 

Y Álcool- y 

CHg-C-OH + NAD + - - de - sl ! ro g enase > - CH3-CH + NADH 

I 1 

H H + 

FIGURA 14.17 Algumas reações de bissubstrato. (a) Na hi- 
drólise de peptídeos catalisada por tripsina, o grupo carbonila 
do peptídeo, com sua cadeia polipeptídica correspondente é 
transferido do átomo de nitrogênio do peptídeo para uma mo- 
lécula de água. (6) Na reação da álcool-desidrogenase, um íon 
hidreto é formalmente transferido do etanol para o NAD 

A. Terminologia 

Para representar as reações enzimáticas, será seguido o es- 
quema de W.W. Cleland: 

1. Os substratos são designados por letras. A, B, C e D, de 
acordo com a ordem com que eles são adicionados à enzima. 

2. Os produtos são designados P, Q, R e S, segundo a or- 
dem com que eles deixam a enzima. 

3. As formas estáveis da enzima são designadas E, F e G, 
sendo E para a enzima livre, quando for necessário fazer dis- 
tinções. Uma forma estável de enzima é definida como aque- 
la na qual a enzima, por si mesma, é incapaz de se converter 
em uma outra forma estável (ver a seguir). 

4. Os números dos reagentes e dos produtos de uma dada 
reação são especificados, em ordem, pelos termos Uni (um), 
Bi (dois), Ter (três) e Quad (quatro). Uma reação que ne- 
cessite de um substrato e produza três produtos é designada 
como uma reação Uni Ter. Esta seção está limitada a rea- 
ções que necessitam de dois substratos e produzem dois pro- 
dutos, isto é, reações Bi Bi. Entretanto, deve-se ter em men- 
te que existem inúmeros exemplos de reações ainda mais 
complexas. 


cessária a ligação do primeiro substrato para que a enzima 
forme o sítio de ligação para o segundo substrato, enquanto 
no mecanismo Aleatório ambos os sítios já estão presentes 
na enzima livre. 

A partir deste momento, as reações enzimáticas serão 
descritas usando a notação abreviada de Cleland. A enzima 
é representada por uma linha horizontal e as sucessivas adi- 
ções de substrato e a liberação de produtos é representada 
por flechas verticais. As formas da enzima são colocadas 
abaixo da linha e as constantes de velocidades para a reação 
direta, se dadas, estão à esquerda da flecha ou no topo da 
linha. Uma reação Ordenada Bi Bi é representada por: 
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em que A e B são denominados substrato-líder e próximo 
substrato, respectivamente. Aqui, são dados apenas poucos 
detalhes sobre a interconversão das formas intermediárias 
das enzimas porque, como foi visto para o caso das enzimas 
que catalisam reações de um único substrato, as medidas da 
cinética de estado estacionário não fornecem informação al- 
guma quanto ao número de intermediários de uma determi- 
nada etapa de reação. Muitas das desidrogenases que usam 
NAD e NADP" seguem um mecanismo Ordenado Bi Bi no 
qual a coenzima é o reagente-líder. 

O diagrama para uma reação Aleatória Bi Bi é o seguinte: 


A B P Q 



a. Reações do tipo Bi Bi 

As reações de transferência de grupos catalisadas por enzi- 
mas caem em uma das duas principais classificações meca- 
nísticas: 

1. Reações Sequenciais: as reações nas quais todos os subs- 
tratos devem se combinar com a enzima antes que a reação 
ocorra e aonde haja liberação de produtos são conhecidas 
como reações sequenciais. Nestas reações, o grupo que está 
sendo transferido, X, passa diretamente de A (= P— X) para 
B, dando P e Q (= B— X). Assim, as reações desse tipo são 
também chamadas reações de deslocamento único. 

As reações sequenciais podem ser subclassificadas na- 
quelas que têm uma ordem obrigatória de adição de subs- 
trato à enzima, e assim diz-se que elas têm um mecanismo 
Ordenado, e naquelas que não têm ordem preferencial para 
a adição do substrato, descritas como tendo um mecanismo 
Aleatório. Aparentemente, no mecanismo Ordenado, é ne- 


Algumas desidrogenases e cinases agem por mecanismos 
Aleatórios Bi Bi. 

2. Reações Pingue-pongue: os mecanismos pelos quais um 
ou mais produtos são liberados antes que todos os substratos 
tenham sido adicionados são conhecidos como reações Pingue- 
pongue. As reações Pingue-pongue Bi Bi são representadas por 


P 

A 


B 


Q 

A 




E 


EA-FP 


Tl 


FB-EQ E 


Neste caso, um grupo funcional X do primeiro substrato A 
(= P— X) é deslocado do substrato pela enzima E para pro- 
duzir o primeiro produto P e uma forma estável da enzima 
F (= E— X) à qual X permanece firmemente ligado, geral- 
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mente covalentemente (Pingue). No segundo estágio da rea- 
ção, X é deslocado da enzima pelo segundo substrato B para 
produzir o segundo produto Q (= B—X), regenerando assim 
a forma original da enzima, E (Pongue). Portanto, estas rea- 
ções são conhecidas como reações de duplo deslocamento. 
Observe que nas reações Pingue-pongue Bi Bi os substratos 
A e B não encontram um ao outro na superfície da enzima. 
Muitas enzimas, incluindo a quimotripsina (Seção 15.3), as 
transaminases (Seção 26.1 A) e algumas flavoenzimas, têm 
mecanismo Pingue-pongue. 


que é relativamente simples. Esse mecanismo é conhecido 
como mecanismo de equilíbrio rápido aleatório Bi Bi. 


V 


O 


max 


+ 


Js r A Js -Li 


K 


+ 


B 

M 


+ 


jy' A rs B 
A S A M 


PmáxKfLA] ^máx [B] ^máx LAJLBj 


[14.49] 


c. Pingue-pongue BI Bi 




jfB 


■ Hh 

v o Pmáx [AJ V máx [B] 


+ 


V - 

r max 


[14.50] 


B. Equações de velocidade 

Medidas de cinética de equilíbrio estacionário podem ser 
usadas na diferenciação entre os mecanismos de bissubs- 
trato citados anteriormente. Para tanto, deve-se primeiro 
deduzir as equações de velocidade correspondentes. Isso 
pode ser feito mais ou menos da mesma maneira como foi 
feito anteriormente para enzimas de apenas um único subs- 
trato, ou seja, resolver um conjunto de equações lineares 
simultâneas formado por equações que expressam a con- 
dição de equilíbrio estacionário de cada uma das enzimas 
do complexo que sejam cineticamente distinguíveis, e tam- 
bém resolver uma equação que represente a condição de 
conservação da enzima. Portanto, essa é uma análise mais 
complexa para enzimas de bissubstrato do que para as de 
substrato simples. 

As equações de velocidade dos mecanismos de bissubs- 
trato descritos anteriormente, em ausência dos produtos, es- 
tão dadas abaixo na forma de duplos-recíprocos. 

a. Ordenação Bi Bi 

1 1 IS' A TJ- 13 ir^Air^IÍ 

_ _ 1 + A Af K M a S A Af 

v o Vmáx ^mãx LA] " 

^raáx LB] + 

^mãx Lajibj 

b. Equilíbrio rápido aleatório Bi Bi 
A equação de velocidade para uma reação geral aleatória 
Bi Bi é um pouco complicada. Entretanto, no caso especial 
em que ambos os substratos estejam em equilíbrio rápido e 
independente um do outro com a enzima, isto é, quando a 
interconversão EAB - EPQ for o limitante da velocidade, a 
equação da velocidade inicial fica reduzida à seguinte forma, 



d. O significado físico dos parâmetros cinéticos de 
bissubstrato 

Os parâmetros cinéticos das equações que descrevem as rea- 
ções de bissubstrato têm significado similar aos das reações de 
um único substrato. A V máx é a velocidade máxima da enzima 
quando tanto A quanto B estiverem presentes em concentra- 
ções saturantes, K M A e X W B são as concentrações respectivas de 
A e B necessárias para alcançar 1/2 F máx na presença de con- 
centrações saturantes do outro substrato e X S A K S B são as res- 
pectivas constantes da dissociação de A e de B da enzima, E. 

C. Diferenciação de mecanismos de bissubstrato 

Pode-se distinguir entre mecanismos de Pingue-pong e me- 
canismos Sequenciais a partir das propriedades contrastantes 
que eles apresentam em gráficos como os de Lineweaver-Burk. 

a. Gráfico para diagnosticar reações Pingue-pongue Bi Bi 
Gráficos l/v 0 versus 1/[A], mantendo [B] constante, cons- 
truídos a partir da Equação [14.50], produzem uma linha 
reta com inclinação K M A /V ináx e com intersecção no eixo 1/ 
v 0 igual aos últimos dois termos da Equação [14.50]. Como a 
inclinação é independente de [B] , uma série de gráficos para 
vários valores de [B] produzem uma família de linhas parale- 
las (Fig. 14.18). De maneira semelhante, gráficos l/v 0 versus 
1/[B] para vários valores de [A] produzem uma família de 
linhas paralelas. O aparecimento dessas linhas paralelas diag- 
nostica um mecanismo Pingue-pongue. 

b. Gráfico para diagnosticar reações sequenciais Bi Bi 

As equações que representam o mecanismo ordenado Bi 
Bi (Fig. 14.48) e o mecanismo de equilíbrio rápido aleatório 




FIG UR/ 14.18 Gráficos duplos-recíprocos para uma reação enzimática com mecanismo de Pingue-pongue Bi Bi. (a) Gráficos de 
l/v u versus 1/[A] com várias concentrações de B. (b) Gráficos de l/v 0 versus 1/[B] com várias concentrações de A. 
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(a) Aumento constante (b) Aumento constante 

da [B] da [A] 




FIGURA 14.19 Gráficos duplo-recíproeos para uma reação enzimática com mecanismo sequencial Bi Bi. (a) Gráficos de l/v u 
versus 1/[A] em várias concentrações de B. (b) Gráficos de l/v 0 versus 1/[B] em várias concentrações de A. Os gráficos correspon- 
dentes às equações de equilíbrio rápido aleatório Bi Bi têm aspecto idêntico, todas as linhas interceptam-se no lado esquerdo do 
eixo l/v 0 . 


(Equação 14.49) apresentam funções de dependência de [A] 
e [B] idênticas. 

A Equação [14.48] pode ser rearranjada como: 


1 




1 

tf a)[B] ) [A] 



[14.51] 


Então, com um gráfico l/v 0 versus 1/[A], mantendo [B] cons- 
tante, obtém-se um gráfico linear com inclinação igual ao co- 
eficiente 1/[A] e uma intersecção no eixo l/v 0 igual ao segun- 
do termo da Equação [14.51] (Fig. 14.19a). Alternativamente, 
a Equação [14.48] pode ser rearranjada para: 


1 





[B] 




[14.52] 


Assim, ela se torna um gráfico linear de l/v 0 versus 1/[B], 
mantendo [A] constante, e uma intersecção no eixo l/v 0 
igual ao segundo termo da Equação [14.52] (Fig. 14.196). A 
propriedade característica destes gráficos, que indica um me- 
canismo Sequencial, é que as linhas interceptam-se no lado 
esquerdo do eixo i/v 0 . 

c. Diferenciação de mecanismos aleatórios e 
sequencialmente ordenados 

Os mecanismos ordenados Bi Bi podem ser diferenciados 
experimentalmente dos mecanismos aleatórios Bi Bi por 
estudos de inibição pelo produto. Se apenas um dos produ- 
tos da reação, P ou Q, for adicionado à mistura de reação, 
a reação inversa não ocorrerá. Mesmo assim, por ligar-se à 
enzima, esse produto inibirá a reação no sentido direto. Para 
uma reação ordenada Bi Bi, Q (= B— X, o segundo produ- 


to a ser liberado) compete diretamente com A (= P— X, o 
substrato-líder) pela ligação à E e assim ele é um inibidor 
competitivo de A, quando [B] for fixa (a presença de X em 
Q = B— X interfere com a ligação de A = P— X). Entretanto, 
caso B se combinar com EA e não com E, Q será um inibi- 
dor misto de B , quando [A] for fixa (Q interfere tanto com 
a ligação de B à enzima como também com a catálise da 
reação) . De maneira semelhante, P, que se combina apenas 
com EQ, é um inibidor misto de A, quando [B] for man- 
tida constante, e é um inibidor de B quando [A] for cons- 
tante. Diferentemente, em reações de equilíbrio rápido Bi 
Bi (já que tanto os dois produtos como os dois substratos 
podem se combinar diretamente com E), tanto P como Q 
são inibidores competitivos de A, quando [B] for constante, 
e inibidores competitivos de B, quando [A] for constante. 
Os padrões dessas inibições pelos produtos estão resumidos 
na Tabela 14.3. 

D. Troca isotópica 

Conclusões quanto aos mecanismos com base apenas em 
análise cinética estão cheias de incertezas e são facilmente 
confundidas por dados experimentais pouco acurados. A 
afirmação de que uma enzima tem certo mecanismo, portan- 
to, pode ser enormemente corroborada quando for possível 
mostrar que o mecanismo proposto também está de acordo 
com alguma outra análise, além da análise cinética. 

Mecanismos sequenciais de bissubstratos ( deslocamento 
simples) e Pingue-pongue (deslocamento duplo) podem ser di- 
ferenciados pelo uso de estudos de troca isotópica. Reações de 
deslocamento duplo são capazes de trocar um isótopo de um 
primeiro produto P de volta para o primeiro substrato A, na 


TABELA 14.3 Padrões de inibição pelo produto para mecanismos sequenciais de bissubstrato 


Mecanismo 

Produto nibidor 

[A] Variável 

[B] Variável 

Ordenado Bi Bi 

P 

Misto 

Misto 


Q 

Competitivo 

Misto 


P Competitivo Competitivo 

Q Competitivo Competitivo 


Equilíbrio rápido aleatório Bi Bi 
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ausência do segundo substrato. Considere-se uma reação total 
Pingue-pongue catalisada por uma enzima de bissubstrato E 

P — X + B P + B— X 


Se a enzima for incubada com sacarose e frutose, marcada 
com um isótopo, na ausência de fosfato, observa-se que a 
marcação é transferida à sacarose: 

Glicose — frutose + frutose* 


na qual A = P— X, Q = B— X e X é o grupo a ser transferido 
de um substrato para o outro no curso da reação. Somente a 
primeira etapa da reação pode acontecer na ausência de B se 
for adicionada à mistura de reação uma pequena quantidade 
de P marcado isotopicamente, P*, na reação inversa será for- 
mado P*— X: 

Reação direta E + P — X > E — X + P 

Reação inversa E — X P* *■ E + P* — X 

isto é, ocorre uma troca isotópica. 

Para fazer uma distinção, considere-se a primeira etapa 
de uma reação sequencial. Nesse caso, o complexo enzima- 
-substrato não covalente formado é 


Sacarose 


A 



f 


Glicose — frutose* + frutose 


Na reação inversa, se a enzima for incubada com glicose- 1- 
-fosfato e fosfato marcado com j2 P, essa marcação é trocada 
para a glicose-l-fosfato: 

Glicose- 1-fosfato + fosfato* 

A 

E 

V 

GIicose-1-fosfato* + fosfato 


E + P— X E • P— X 

A adição de P* não resulta em troca isotópica porque nenhu- 
ma ligação covalente foi rompida para a formação de E • P—X, 
isto é, não há liberação de P da enzima para ser trocado por 
P*. Portanto, a demonstração da ocorrência de troca isotópica 
no caso de enzimas de bissubstrato constitui-se em uma evi- 
dência convincente a favor de um mecanismo Pingue-pongue. 


Essas observações indicam que um complexo glicosil-enzi- 
ma ligado fortemente é formado pela liberação de frutose, 
demonstrando assim que a reação da sacarose-fosforilase 
ocorre por um mecanismo de Pinge-pongue. Esse achado foi 
corroborado conclusivamente pelo isolamento e pela carac- 
terização de um complexo glicosil-enzima. 

A enzima maltose-fosforilase catalisa uma reação seme- 
lhante: 


a. Troca isotópica na sacarose-fosforilase e na 
maltose-fosforilase 

As enzimas sacarose-fosforilase e maltose-fosforilase forne- 
cem dois exemplos claros de como reações de troca isotópica 
catalisada por enzimas são usadas para diferenciar mecanismos 
cinéticos. A reação total da sacarose-fosforilase é a seguinte 


Glicose — glicose + fosfato 


Maltose 


A 



f 


Glicose-l-fosfato + glicose 


Glicose — frutose + fosfato 


Sacarose 




Glicose-l-fosfato + frutose 


Ao contrário da sacarose-fosforilase, entretanto, a maltose- 
-fosforilase não catalisa uma reação de troca isotópica entre 
glicose-l-fosfato e [ 32 P]fosfato ou entre maltose e [ ,4 C] gli- 
cose. O fato de que nenhum complexo glicosil-enzima seja 
detectado é uma evidência condizente com a ideia de que o 
mecanismo da maltose-fosforilase é sequencial. 


APÊNDICE: DEDUÇÃO DAS VARIANTES DA EQUAÇAO DE MICHAELIS-MENTEN 


A. A equação de Michaelis-Menten para reações 
reversíveis - Equação [14.30] 

A condição de conservação para uma reação reversível com 
um intermediário (Seção 14.2C) é 


[E] t = [EJ + [ES] 
A condição de equilíbrio estacionário é 


[14.A1] 


d [ES] 

dt 


= *i[E][S] + k- 2 [ E][F] - ( k _! + * 2 )[ES] = 0 


[14.A2] 


de modo que 


[E] 


k - 1 + k 


*l[S] + k_ 2 [P] 


[ES] 


[14.A3] 


Substituindo este resultado na Equação [14. Al], obtém-se 


[E] T = 


k_\ + k') \ 

+ 1 [ES] 

*i[S] + k _ 2 [P] ) 


[14.A4] 


A velocidade da reação é expressa por 


V = 


m 

dt 


= MEHSl-^tES] 


[14.A51 
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que pode se combinado com a Equação [14. A3], dando 


f *i[SKfc-i + fc 2) 

U a [S] + fc _ 2 [P] 


k-i [ES] 


[14.A6] 


que, por sua vez, combinado- se com a Equação [14.A4] re- 
sulta em 


V = 


kik 2 [S] - fc - ife- 2 [p] 

k- x + k 2 + [S] + k_ 2 PP] 


[E] t [14.A7] 


Dividindo-se o numerador e o denominador desta equação 
por + k 2 ), tem-se que 




v — 


k _i + k 


[SJ 


k _ 


k 


+ A: 


ip] 


\ 




i + 


/c _) + k 


[S] + 


k _ 


A_i + A 


[E] 


T 


[14.A8] 


[P] 


Então, se os parâmetros seguintes forem definidos analo- 
gamente às constantes da equação de Michaelis-Menten 
(Equações [14.23] e [14.21]), 

vL áx = k 2 [ E] T = fc-iCE] t 


Km = 


&_ i + k 


2 




/c-! + k 


obtém-se a equação de Michaelis-Menten para reações re- 
versíveis de um intermediário: 


e-Lx[s] v r má *rn 


Km 


1 + 


K*m 


LSJ . [P] 


[14.30] 


+ 


K 


M 


K 


M 


B. A equação de Michaelis-Menten para a inibição 
incompetitiva - Equação [14.41] 

Na inibição incompetitiva (Seção 14.3B), o inibidor liga-se ao 
complexo de Michaelis com uma constante de dissociação de 


Kr = 


A condição de conservação é 


[ES] [I] 
[ESI] 


[14.A9] 


[E] T = [E] + [ES] + [ESI] 


[14.A10] 


Substituindo este valor nas Equações [14.34] e [14. A9]: 


K m [I] 

[E]- r = [ES] I ' + 1 + 


[S] 


Kl 


[14. All] 


Definindo a 1 de modo análogo à Equação [14.37], 


a' = 1 + 



[14.A12] 


e definindo v 0 e como o foram nas Equações [14.22] e 
[14.23], respectivamente, obtém-se 


v 0 = ^2 [ES] = 


max 


K 


[14.A13] 


M 


[S] 


+ a 


que, rearranjando-se, dá a equação de Michaelis-Menten 
para a inibição incompetitiva: 


max 


LSJ 


v 0 = 


Km + LSJ 


[14.41] 


C. A equação de Michaelis-Menten para a inibição mista - 
Equação [14.45] 

Na inibição mista (Seção 14.3C), as etapas de ligação ao ini- 
bidor têm constantes de dissociação diferentes: 


[E][I] _ [ES] [I] 

X, = e X = 

[EI] [ESI] 


[14.A14] 


(Neste caso, para efeito de simplicidade matemática, aceita- 
-se a suposição termodinamicamente errada que EI não re- 
age com S para formar ESI. A inclusão desta reação requer 
uma dedução muito mais complexa, mas os resultados são 
essencialmente iguais.) A condição de conservação para este 
esquema de reação é a seguinte: 


[E] t = [E] + [EI] + [ES] + [ESI] [14.A15] 
que, substituindo nas Equações [14.A14], 


[E] T = [E] 


+ 



+ [ES] 



[14.A16] 


Definindo aea' como foram definidos nas Equações [14.37] 
e [14.A12], respectivamente, a Equação [14.A16] torna-se 


[E] x = [E] a + [ES] a' 


Então, substituindo-se na Equação [14.34] 


[E] x = [ES] 




[14.A17] 

[14.A18] 


Definindo-se v 0 e V míx da mesma maneira como foram defi- 
nidos nas Equações [14.22] e [14.23], obtém-se a equação de 
Michaelis-Menten para a inibição mista: 



Emáx [S] 

ocK m + a' [S] 



D. A equação de Michaelis-Menten para enzimas 
ionizáveis - Equação [14.47] 

No modelo apresentado na Seção 14.4, para incluir o efeito 
do pH nas enzimas, as constantes de dissociação das ioniza- 
ções são: 


K E 2 = 


K El = 


[H + ][E~] 

[EH] 

[H + ] [EH] 

[eh£] 


^ES2 — 


^ESl ~ 


[H + ] [ES ~ ] 
[ESH] 

[H + ] [ESH] 
[ESH 2 ] 


[14.A19] 
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A protonação e a desprotonação estão entre as reações mais 
rápidas conhecidas, de modo que, exceto no caso das raras en- 
zimas com número de renovação extremamente rápido, po- 
de-se supor, com razoável grau de segurança, que as reações 
ácido-base estão em equilíbrio. A condição de conservação é 


[E] t = [EH] t + [ESH] t 


em que [E] T é a enzima total presente em todas as formas. 


[eh] t = [EH 2 ] + [EHJ + [E j 


[H ] K £2 

[EH] + 1 + — — 

V K m [ H -] 

= [EH] h 


[14.A21] 


[ESH] t = [ESH 2 ] + [ESH] + [ES ] 

[H + ] a: ES2 

- [ESH] I + 1 + 


K, 


ESI 


[H + ] 


- [ESH]/ 2 


[14.A22] 


d [ESH] 
dt 


= *i[EH][S] - (*-1 + k 2 )[ESH] - 0 


[14.A23] 


e resolvendo para [EH] 


(*_! + * 2 )[ESH] k m [ ESH] 

[EH] = ; — = — [14.A24] 


*iLS] 


[S] 


Portanto, a partir da Equação [14.A21], 


[EH] 


Km [ESH] h 

[S] 


[14.A25J 


a qual, juntamente com as Equações [14.A20] e [14.A22], 


[14.A20] leva à 


(K^fx 

[E] T = [ESH] rj-j 


+ h 


[14.A26] 


Da mesma maneira que na dedução simples de Michaelis- 
-Menten, a velocidade inicial é 


v 0 = k 2 [ESH] = 


* 2 [E] 


T 


(W/2)[e] t [s] 


Kitf l\ , K M (f i// 2 ) + [S] 

[S] ) +h 


[14.A27] 


Então, definindo os valores “aparentes” de K M e de V máx 
/í 2 [E] t em um determinado pH: 


K Jrf = K M (fi/f 2 ) 


[14.A28] 


Então, considerando-se as premissas do estado de equilíbrio e 


V . — v a 1U 

v mas r mas f J 2 


[14.A29] 


a equação de Michaelis-Menten adaptada para incluir os 
efeitos do pH é 


v c = 


Pmáx [S] 

Km + [S] 


[14.47] 


RESUMO DO CAPÍTULO 


1 Cinética química Os complicados processos das reações ocor- 
rem por meio de uma série de etapas de reações elementares sim- 
ples, que são definidas como tendo uma molecularidade igual ao 
número de moléculas que colidem simultaneamente para formarem 
produtos. A ordem de uma dada reação pode ser determinada a par- 
tir das formas da função das respectivas curvas do curso da reação. 
A teoria do estado de transição postula que a velocidade da rea- 
ção depende da energia livre da formação de um complexo ativado. 
Esse complexo, que ocorre no ponto de maior nível energético da 
curva da reação, está situado entre os reagentes e os produtos, sen- 
do, por isso, também conhecido como estado de transição. A teoria 
do estado de transição explica que a catálise é o resultado da redu- 
ção da diferença de energia livre entre os reagentes e o estado de 
transição. 

2 Cinética enzÈmática No mecanismo enzimático mais simples 
que há, a enzima e o substrato combinam-se reversivelmente para 
formar um complexo enzima-substrato conhecido como complexo 
de Michaelis, que decompõe-se irreversivelmente, formando o pro- 
duto e regenerando a enzima. A velocidade da formação do produto 
é expressa pela equação de Michaelis-Menten, que é deduzida com 
base na premissa de que a concentração do complexo de Michaelis 
é constante, isto é, está em estado estacionário. A equação de 
Michaelis-Menten, que tem a forma de uma função de hipérbole re- 
tangular, tem dois parâmetros; V raáx , a velocidade máxima da reação, 
que ocorre quando a concentração de substrato é saturante, e K M , a 
constante de Michaeüs, que tem o valor da concentração de substra- 


to que leva a uma velocidade igual à metade da velocidade máxima. 
Esses parâmetros podem ser determinados graficamente usando-se 
o gráfico de Lineweaver-Burk. Modelos fisicamente mais realistas 
de mecanismos enzimáticos do que o modelo de Michaelis-Menten 
supõem que as reações enzimáticas são reversíveis e que possuem 
um ou mais intermediários. As formas das funções das equações que 
descrevem as velocidades desses modelos independem do número de 
intermediários, de modo tal que os modelos não podem ser diferen- 
ciados apenas com o uso de dados de cinética de estado estacionário. 

3 Inihição As enzimas podem ser inibidas por inibidores compe- 
titivos, que competem com o substrato pelo sítio enzimaticamente 
ativo. O efeito de um inibidor competitivo pode ser revertido pelo 
aumento da concentração do substrato. Um inibidor incompetitivo 
inativa o complexo de Michaelis ao ligar-se a ele. A velocidade máxi- 
ma de uma enzima inibida in competitivamente é função da concen- 
tração do inibidor, e assim o efeito de um inibidor incompetitivo não 
pode ser revertido pelo aumento da concentração do substrato. Na 
inibição mista, o inibidor liga-se tanto à enzima como ao complexo 
enzima-substrato, formando um complexo cataliticamente inativo. A 
equação de velocidade que descreve essa situação tem características 
tanto da reação competitiva como da reação incompetitiva, 

4 Efeitos do pH A velocidade das reações enzimáticas é função 
da concentração de íons de hidrogênio. Em qualquer pH, a velo- 
cidade de uma reação enzimática simples pode ser descrita pela 
equação de Michaelis-Menten. Entretanto, os parâmetros e K M 
variam com o pH. Pela avaliação de curvas da velocidade cinética 
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em função do pH, os valores de p K dos grupos ionizáveis de ligação 
da enzima e dos grupos catalíticos podem ser determinados, o que 
pode ajudar na identificação desses grupos. 

5 Reações de bissubstrato A maioria das reações enzimáticas 
é de reações nas quais dois substratos reagem formando dois pro- 
dutos. As reações de bissubstrato podem ter mecanismo Ordenado, 
mecanismo Sequencial Aleatório ou mecanismo de Pingue-pongue 
Bi Bi, entre outros. A equação da velocidade inicial de qualquer 


um desses mecanismos envolve cinco parâmetros, que são análogos 
tanto aos parâmetros da equação de Michaelis-Menten como aos 
parâmetros das constantes de equilíbrio. Pode-se diferenciar expe- 
rimentalmente os vários mecanismos de bissubstratos com base nas 
formas dos seus gráficos duplos-recíprocos e a partir da natureza dos 
seus padrões de inibição pelo produto. Reações de troca isotópica 
fornecem um método a mais, não cinético, de diferenciação de me- 
canismos de bissubstratos. 
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EXERCÍCIOS DE BIOINFORMÁTICA 


Exercícios de Bioinformática estão disponíveis em www.wiley.com/ 
college/voet. 

Capítulos 13 e 14 

Exercícios BRENDA 

1. Classes de enzimas. Explore a nomenclatura enzimática. 

2. Mecanismos. Investigue mecanismos metabólicos. 


3, Comparação de isoenzimas. Compare as características de en- 
zimas que catalizam a mesma reação. 

4, Parâmetros funcionais enzimáticos. Levante as taxas e distribui- 
ções dos valores de pi, pH ótimo e números de renovação ( turnover ). 

5, Procura pela estrutura. Procure a base de dados para enzimas 
que atuam em uma molécula específica. 

8, Outras atividades na base de dados BRENDA. 


PROBLEMAS 


1. A hidrólise da sacarose: 

Tempo (min.) 

[Sacarose] (M) 

Sacarose + H 2 0 — -> glicose + frutose 

0 

0,5011 

segue o seguinte curso. 

30 

0,4511 


60 

0,4038 


90 

0,3626 


130 

0,3148 


180 0,2674 

Determine a constante de primeira ordem da velocidade e a meia-vida 
da reação. Por que esta reação bimolecular segue a lei de uma reação 
de primeira ordem? Quanto tempo levaria para hidrolisar 99% da sa- 
carose inicialmente presente? Quanto tempo levaria se a quantidade 
de sacarose presente inicialmente fosse o dobro daquela da tabela? 
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2. Quantas vezes a reação, a 25°C, será acelerada caso o catalisa* 
dor reduzir a energia livre do complexo ativado por um valor de 1 kJ 
• mol -1 ? E por um valor de 10 kJ * mol -1 ? 

3 . Considerando uma reação de Michaelis-Menten, k x = 5 X 10' 
M -1 * s -1 , k_ l = 2x 10 4 s -1 e k 2 = 4 X 10 2 s” \ calcule os valores de 

e de K m desta reação. A ligação com o substrato atinge o equilíbrio 
ou o estado estacionário? 

*4, A tabela seguinte indica a velocidade de uma reação na qual 
o substrato é catalisado por uma enzima que segue o mecanismo 
de Michaelis-Menten: (1) na ausência de inibidor; (2) e (3) na pre- 
sença de uma concentração 10 mAÍ de dois inibidores diferentes. 
Considere que [E] T seja a mesma para todas as reações. 


[S] 

(mM) 

(IX 

(*jlM ■ s -1 ) 

(2)v 0 

(ilM • s -1 ) 

(3X 

(i xM ■ s -1 ) 

1 

2,5 

1,17 

0,77 

2 

4,0 

2,10 

1,25 

5 

6,3 

4,00 

2,00 

10 

7,6 

5,7 

2,50 

20 

9,0 

7,2 

2,86 


7. Por que os inibidores incompetitivos e mistos são, geralmente, 
considerados mais eficazes in vivo do que inibidores competitivos? 

8. Explique por que mesmo que os dados experimentais se ajus- 
tem perfeitamente a um determinado modelo cinético isso não pro- 
va que a reação siga este modelo. 

9. Uma enzima que segue o modelo do efeito de pH apresentado 
na Seção 14.4 tem pX ES1 = 4 e pK ES2 = 8. Qual é o pH no qual V'' nax 
é máximo para esta enzima? Qual a fração de F m . íx que V' míx atinge 
neste pH? 

10 . Deduza a equação da velocidade inicial de uma reação de 
equilíbrio rápido Bi Bi. Suponha que a constante de equilíbrio 
e K$ para a ligação de A e B à enzima seja independente do outro 
substrato estar ligado (uma suposição restrita a quando K ^ — Xf na 
Equação [14.49]). 

*11. Considere a seguinte variação em uma reação com mecanismo 
de Pingue-pongue Bi Bi. 



(a) Determine os valores de K M e V mfc da enzima. Determine, para 
cada um dos inibidores, o tipo de inibição e e/ou K { ' . Que infor- 
mações a mais seriam necessárias para poder calcular o número de 
renovação enzimãtica? (b) Para [S] = 5 m M, qual a proporção de 
moléculas de enzima que está ligada ao substrato na ausência de ini- 
bidor; na presença de 10 m M de inibidor do tipo (2); e na presença 
de 10 m M de inibidor do tipo (3)? 

*5. No corpo humano, o etanol é oxidado a acetaldeído 
(CHOCHO) pela álcool-desidrogenase hepática (LADH, de liver 
alcohol dehydrogenase ). Outros alcoóis também são oxidados pela 
LADH. Por exemplo, o metanol, que é um intoxicante leve, é oxi- 
dado pela LADH a formaldeído (CH 2 0), que é um pouco mais 
tóxico. Os efeitos tóxicos da ingestão de metanol (componente 
de muitos solventes comerciais) podem ser revertidos pela admi- 
nistração de etanol. O etanol age como um inibidor competitivo 
do metanol por deslocá-lo da LADH. Isso dá tempo suficiente 
para o metanol ser excretado pelos rins sem causar dano. Caso 
uma pessoa tenha ingerido 100 mL de metanol (uma dose letal), 
quanto de uísque puro (50% de etanol, em volume) ela deve be- 
ber para reduzir a atividade da LADH sobre o metanol à 5% do 
seu valor original? Um organismo humano adulto contém —40 L 
de fluidos nos quais os alcoóis ingeridos são misturados rápida e 
uniformemente. As densidades do etanol e do metanol são, ambas, 
0,79 g * cm . Suponha que K M da LADH para o etanol e o meta- 
nol seja 1,0 X 10 Me 1,0. 10 M, respectivamente, e que, para o 
etanol, K l = K M . 

6. O K m de uma enzima de Michaelis-Menten para um dado subs- 
trato é 1,0 X 10 -4 M. Em certa concentração de enzima e 0,2 M de 
substrato, v 0 = 43 jxM • min -1 . Entretanto, com uma concentração 
de substrato de 0,02 M, v 0 tem o mesmo valor, (a) Fazendo cálculos 
numéricos, mostre que essa observação é verdadeira, (b) Qual é a 
melhor faixa de [S] para se medir o K w ? 


Supondo que a reação de ligação ao substrato estej a em equilíbrio 
rápido, 

_ [F][B]_ 

[FBj 

e que tanto [A] >> [E] t e [B] >> [E] t , e que nem a reaçao de li- 
beração do produto é reversível e nem as considerações do estado 
estacionário sejam válidas, (a) Deduza uma expressão para v 0 , em 
termos de , K®, k 2 e k r (b) Indique a forma dos gráficos duplos- 
-recíprocos para l/v 0 versus 1/[A] para vários valores de [BJ. (c) 
Indique a forma dos gráficos duplos-recíprocos para l/v 0 versus 1/ 
[B] para vários valores de [A]. 

12. Para regenerar ATP no músculo, a creatina-cinase catalisa a 
reação 

Mg ADP - + fosfocreatina MgATP 2 - + creatina 

A creatina-cinase de músculo de coelho apresenta o seguinte com- 
portamento cinético. Na ausência de ambos os produtos, os gráfi- 
cos de l/v 0 versus l/[MgADP - ], em diferentes concentrações fixas 
de fosfocreatina, produzem linhas que interceptam-se no lado es- 
querdo do eixo l/v 0 . De maneira semelhante, gráficos l/v,, versus 1/ 
[fosfocreatina], na ausência do produto e em diferentes concentra- 
ções fixas de MgADP - , produzem linhas que se interceptam no lado 
esquerdo do eixo l/v 0 . Na ausência de um dos produtos da reação 
(MgATP 2- ou creatina), os gráficos l/v 0 versus l/[MgADP - ], em di- 
ferentes concentrações de outros produtos, interceptam-se no eixo 
l/v c , o que também é verdadeiro para os gráficos l/v Q versus l/[fosfo- 
creatina]. Indique um mecanismo cinético que seja consistente com 
essa informação. 




Catálise Enzimática 


CAPÍTULO 15 


1 Mecanismos de catálise 

A. Catálise acidobásica 

B. Catáüse cova lente 

C. Catálise por íons metálicos 

D. Catáüse eletrostática 

E. Catálise por efeitos de proximidade e de orientação 

F. Catálise por ligação preferencial ao estado de transição 

2 Lisozima 

A. Estrutura da enzima 

B. Mecanismo catalítico 

C. Teste do mecanismo catalítico 

3 Serino-proteases 

A. Cinética e grupos catalíticos 

B. Estruturas por raios X 

C. Mecanismo catalítico 

D. Teste do mecanismo catalítico 

E. Zimogênios 

4 Desenho de fármacos 

A. Técnicas para o descobrimento de fármacos 

B. Introdução à farmacologia 

C. Protease do HIV e seus inibidores 


Como foi visto anteriormente, as enzimas provocam aumen- 
to na velocidade das reações com magnitudes muito maiores 
do que os aumentos provocados pelos melhores catalisado- 
res químicos. Mesmo assim, as enzimas funcionam sob con- 
dições suaves e são altamente específicas tanto para os subs- 
tratos como para os produtos. As propriedades catalíticas 
das enzimas são tão notáveis que muitos cientistas do século 
XIX pensavam que elas teriam propriedades completamen- 
te diferentes das propriedades das substâncias de origem 
não viva. Mesmo hoje, são poucas as enzimas das quais se 
conhecem mais detalhes sobre como elas proporcionam esse 
grande aumento na velocidade das reações. Apesar disso, 
está totalmente esclarecido que os mecanismos catalíticos 
usados pelas enzimas são idênticos aos mecanismos da catá- 
lise química. As enzimas são simplesmente tem um desenho 
melhor. 

Este capítulo trata da natureza da catálise enzimática. O 
início da discussão realça os princípios da catálise química e 
como eles foram elucidados por meio do estudo de mecanis- 
mos de reações orgânicas. A seguir, os mecanismos catalíti- 
cos de algumas das enzimas melhor caracterizadas, como a 
lisozima e as serino-proteases, serão examinados de forma 
detalhada. O estudo dessas enzimas permite apreciar o quan- 
to esses notáveis catalisadores são intrincados, assim como 


os métodos experimentais usados para elucidar suas proprie- 
dades. No final, há uma discussão sobre a maneira pela qual 
são descobertos e testados novos fármacos, processo que 
depende muito dos princípios da enzimologia, pois os alvos 
de muitos fármacos são enzimas. Esta discussão usará como 
exemplo como foi a descoberta do eficiente inibidor terapêu- 
tico da protease do HlV-1. 

1 MECANISMOS DE CATÁLISE 

A catálise é um processo que aumenta a velocidade com a 
qual uma reação aproxima-se do equilíbrio. Uma vez que, 
como foi visto na Seção 14.1 C, a velocidade de uma reação 
é função da sua energia livre de ativação (AG ? ), um catali- 
sador age diminuindo a altura dessa barreira cinética, isto é, 
ele estabiliza o estado de transição em relação à reação não 
catalisada. Em muitos casos, não há nada de exclusivo nos 
mecanismos de catálise das enzimas em comparação com 
os mecanismos não enzimáticos. Aparentemente, o que faz 
as enzimas se tornarem catalisadores tão poderosos são duas 
propriedades relacionadas entre si: a especificidade pela liga- 
ção ao substrato, combinada com uma organização otimiza- 
da dos grupos catalíticos. A organização dos grupos catalíti- 
cos e grupos de ligação das enzimas, obviamente, é produto 
do enorme tempo da evolução. A natureza tem tido ampla 
oportunidade para ajustar de forma refinada o desempenho 
da maioria das enzimas. 

Os tipos de mecanismos catalíticos que as enzimas utili- 
zam são classificados como: 

1. Catálise acidobásica. 

2. Catálise covalente. 

3. Catálise por íon metálico. 

4. Catálise eletrostática. 

5. Efeitos de proximidade e de orientação. 

6. Ligação preferencial ao complexo do estado de transição. 

Nesta seção, estes vários fenômenos serão examinados. 
Isto será feito tendo como referência frequente os compostos 
orgânicos modelo que têm sido usados na caracterização des- 
ses mecanismos catalíticos. 

A. Catálise acidobásica 

A catálise ácida geral é um processo no qual a transferên- 
cia parcial de um próton transferido de um ácido de Br0nsted 
(uma espécie reagente que pode doar prótons ; Seção 2.2 A) 
diminui a energia livre do estado de transição da reação. Por 
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FIGURA 15.1 Mecanismo da tautomerização cetoenólica. (a) Não catalisada, (b) catálise ácida geral e (c) catálise acidobásica 
geral. 


exemplo, uma tautomerização cetoenólica não catalisada 
ocorre muito lentamente devido à alta energia do estado de 
transição carbânion (Fig. 15.1a). A doação de um próton ao 
átomo de oxigênio (Fig. 15.1 b), entretanto, reduz o caráter 
carbânion do estado de transição, assim catalisando a rea- 
ção. Uma reação também pode ser estimulada por uma ca- 
tálise básica geral se a velocidade de reação for aumentada 
pela abstração de um próton de uma base de Br0nsted ( uma 
espécie reagente que pode combinar-se com um próton; Fig. 
15.1c). Algumas reações são simultaneamente sujeitas aos 
dois processos: reação catalisada por uma catálise acidobá- 
sica geral combinada. 

a. A mutar rotação é catalisada por ácidos e por bases 

A mutarrotação da glicose fornece um exemplo instrutivo de 
catálise acidobásica. É importante lembrar que a molécula 


de glicose pode assumir duas formas cíclicas anoméricas por 
meio do seu intermediário linear (Seção 11. 1B): 

Em solventes aquosos, a velocidade inicial da mutarro- 
tação da a-D -glicose, monitorada por meio de polar imetria 
(Seção 4.2A), mostra a seguinte relação: 

d[a-D-glicose] 

v = — . = &obs [ ot-D-glicose] [15.1] 

em que k obs é a constante de primeira ordem aparente da 
reação. A velocidade da mutarrotação aumenta com a con- 
centração de ácidos ou bases gerais. Pensa-se que ácidos e 
bases catalisam a reação de mutarrotação segundo o seguinte 
mecanismo: 

Este modelo é consistente com a observação de que, 
em solventes apróticos, como, por exemplo, o benzeno, a 




o-D-Glicose 

[«]^° = 112 , 2 ° 


[i-D-Glicose 

[a]g> = 18,7° 



n 

H — A 

o ) 

An n 

J O—H :B' 


H 


H—A 

O O—H :B~ 


\ / 



o>D“Glicose 



p-D-Glicose 






A 


Forma linear 


508 Do na 1 d Voet / Judith G. Voet 


2,3,4,6-0-tetranietil-a-D-glicose (um análogo da glicose me- 
nos polar, e solúvel em benzeno) 


2', 3' cíclicos na digestão de RNA indica que a enzima é me- 
diadora da seguinte sequência de reações: 



H OCII 3 

2,394,6-O-Tetrametil- a-D-glicose 

não sofre mutarrotação. Contudo, a reação é catalisada pela 
adição de fenol, um ácido fraco solúvel em benzeno, junta- 
mente com piridina, uma base fraca solúvel em benzeno, se- 
gundo a equação de velocidade: 

v = fc[fenol] [piridina] [tetr ame til-a-D -glicose] [15.2] 

Além disso, na presença de a-piridona, cujos grupos ácido e 
básico podem se interconverter entre duas formas tautomé- 
ricas, situadas de maneira a poder catalisar a mutarrotação 
simultane amente , 


o 



O OH 


“O — P = 0 
O 




a reação segue a lei de velocidade 


v = k' [a-piridona] [te trametil-a-D-glicose] [15.3] 

em que k' = 7.000 M X k. Este aumento na constante de 
velocidade indica que a a-piridona, na realidade, catalisa a 
mutarrotação de uma maneira combinada, pois a-piridona 1 
M tem o mesmo efeito catalítico que concentrações impossi- 
velmente altas de fenol e piridina teriam (p. ex., fenol 70 Me 
piridina 100 M). 

Muitos tipos de reações de importância bioquímica são 
suscetíveis à catálise ácida e/ou básica, incluindo hidrólise 
de peptídeos e de ésteres, reações do grupo fosfato, tauto- 
merizações e adição de grupos carbonila. As cadeias laterais 
dos resíduos dos aminoácidos Asp, Glu, His, Cys, Tyr e Lys 
têm valores de pK na faixa do pH fisiológico ou perto dela 
( Tabela 4.1 ), o que, como se pode ver, confere-lhes capaci- 
dade enzimática de catálise ácido e/ou básica, analogamente 
ao que se conhece nos mecanismos orgânicos. Certamente, a 
capacidade que as enzimas têm em organizarem vários grupos 
catalíticos em volta dos substratos faz a catálise acidobásica 
combinada ser um mecanismo enzimático muito comum. 


b. A reação da RNase A incorpora uma catálise acidobásica 
geral 

A ribonuclease A pancreática bovina (RNase A) é um exem- 
plo ilustrativo de catálise enzimática acidobásica geral. Essa 
enzima digestiva atua na hidrólise de RNA, liberando os nu- 
cleotídeos que o compõem. O isolamento de nucleotídeos 


o 



“O— p— o 

r— H 2 0 O 

^ H+ ! 


o 



O OH 


-o— P = 0 
0” 

A reação da RNase A apresenta um perfil de velocidade 
em função do pH que é máximo perto de pH 6 (Fig. 15.2). 
A análise dessa curva (Seção 14.4b), associada a estudos 
com derivados químicos e estudos por raios X, indica que a 
RNase A tem dois resíduos de His essenciais, His 12 e His 
119, que agem de maneira combinada como catalisadores 
acidobásicos gerais (o esquema da estrutura da RNase A está 
apresentado na Fig. 9.2). Evidentemente, a reação da RNase 
A é um processo em duas etapas (Fig. 15.3). 

1. A His 12, atuando como uma base geral, abstrai um pró- 
ton do grupo OH 2' do RNA, promovendo assim um ataque 
nucleofílico ao átomo de fósforo adjacente, enquanto a His 
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pH 


FIGURA 15.2 A dependência ao pH de V' mA JK\ } da hidrólise 
da citidina-2, 3 '-fosfato cíclica catalisada pela RNase A. A uni- 
dade de V^JKm está dada em M 1 ■ s 1 . A análise desta curva 
(Seção 14.4) sugere que na catálise há a participação de grupos 
com p K 5,4 e 6,4. (Segundo dei Rosário, EJ. e Hammes, G.G., 
Biochemistry 8, 1887 [l969].) 



‘ 2',3'-Nucleotídeo cíclico 



O 


FIGURA 15.3 Hidrólise de RNA catalisada pela RNase A 
pancreática bovina. Processo de duas etapas, com a formação 
de um intermediário 2',3'-nudeotídeo cíclico. 
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119, atuando como um ácido geral, promove a cisão da liga- 
ção por protonar o grupo de saída. 

2. O intermediário cíclico 2', 3' é hidrolisado por meio do 
que, essencialmente, é o inverso da primeira etapa, sendo 
que a água substitui o grupo de saída. Assim, His 12 age 
como um ácido geral e His 119 como uma base geral, pro- 
movendo a hidrólise do RNA e levando a enzima ao mesmo 
estado que tinha no início da reação. 


B. Catálise cova/ente 

A catálise covalente envolve a aceleração da velocidade pela 
formação transitória de uma ligação covalente entre o cata- 
lisador e o substrato, A descarboxilação do acetoacetato, 
quando catalisada quimicamente por aminas primárias, é um 
exemplo de um processo desse tipo (Fig. 15.4). No primeiro 
estágio dessa reação, a amina ataca nucleofilicamente o gru- 
po carbonila do acetoacetato, formando uma base de Schiff 
(ligação imina) . 

H H 

II pi ^ U > 

N— C~OH ^ — N=C + OH 

| \ 

Base de 
Schiff 

O átomo de nitrogênio protonado do intermediário covalente 
age então como um supressor de elétrons (Fig. 15.4, a seguir), 
de modo a reduzir o caráter de alta energia que, de outro 
modo, apareceria no enolato do estado de transição. A forma- 
ção e a decomposição da base de Schiff ocorre tão rapidamen- 
te que não são essas as etapas que determinam a velocidade 
dessa sequência de reações. 

a. A catálise covalente tem estágios nucleofílicos e 
eletrofflicos 

Como o exemplo anterior indica, a catálise covalente pode 
ser conceitualmente decomposta em três estágios: 



1. Reação nucleofílica entre o catalisador e o substrato 
para formar uma ligação covalente. 

2. Retirada de elétrons do centro de reação pelo novo cata- 
lisador eletrofílico. 

3. Eliminação do catalisador, que, essencialmente, é o in- 
verso do estágio 1. 

Os mecanismos de reação são classificados um tanto arbi- 
trariamente como catálise nucleofílica ou catálise eletrofíli- 
ca, dependendo de qual desses efeitos fornece a maior for- 
ça motora da reação, isto é, qual das catálises é a etapa que 
determina a velocidade. A descarboxilação do acetoacetato 
catalisada por aminas primárias é claramente uma reação 
catalisada eletrofilicamente, pois a sua fase nucleofílica, a 
formação da base de Schiff, não é a etapa que determina a 
velocidade da catálise. Em outras reações catalisadas cova- 
lentemente, entretanto, a etapa que determina a velocidade 
pode ser a fase nucleofílica. 

A nucleofilicidade de uma substância está intimamente 
relacionada à sua basicidade. Realmente, o mecanismo da 
catálise nucleofílica assemelha-se à catálise básica geral, ex- 
ceto que, em vez de abstrair um próton do substrato, o ca- 
talisador o ataca nucleofilicamente, formando uma ligação 
covalente. Consequentemente, se a formação da ligação co- 
valente for a etapa determinante da velocidade, a velocidade 
da reação tenderá a aumentar com a basicidade (pK) do ca- 
talisador covalente. 

Um aspecto importante da catálise covalente é que, 
quanto mais estável for a ligação covalente formada, menos 
facilmente ela será decomposta nas etapas finais da reação. 
Um bom catalisador covalente deve, portanto, combinar as 
propriedades aparentemente contraditórias de alta nucleo- 
filicidade e da capacidade em formar bons grupos de saída, 
isto é, que facilitam a etapa inversa da formação da ligação. 
Grupos com alta capacidade de polarização (elétrons alta- 
mente móveis), como os grupos funcionais imidazol e tiol, 
possuem essas propriedades, sendo, portanto, bons catalisa- 
dores covalentes. 
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FIGURA 15.4 A descarboxilação do acetoace- 
tato. O mecanismo da reação não catalisada está 
mostrado no topo da figura e o mecanismo da 
reação catalisada por aminas primárias está mos- 
trado a seguir. 
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b. Certas cadeias laterais de aminoãcidos e coenzimas 
podem servir como catalisadores covalentes 
A grande variedade de intermediários de reação enzima- 
-substrato unidos covalentemente que foi isolada é um indi- 
cativo de que o uso de mecanismos de catálise covalente pelas 
enzimas é muito comum. Por exemplo, a descarboxilação en- 
zimática do acetoacetado ocorre, como foi descrito anterior- 
mente, pela formação de uma base de Schiff com um grupo 
e-amino de um resíduo de Lys da enzima. No caso dessa enzi- 
ma, o intermediário covalente foi isolado pela redução de sua 
ligação imino para amino com NaBH 4 , o que inibe a enzima 
irreversivelmente. Outros grupos funcionais de enzimas que 
participam em catálise covalente incluem a porção imidazol 
da His, o grupo tiol da Cys, a função carboxila do Asp e o 
grupo hidroxila da Ser. Além disso, muitas coenzimas, mais 
notadamente tiamina-pirofosfato (Seção 17. 3 Ba) e piridoxal- 
-fosfato (Seção 26.1Aa) atuam principalmene como catalisa- 
dores covalentes quando associadas às suas apoenzimas. 

C. Catálise por íons metálicos 

Cerca de um terço de todas as enzimas conhecidas necessita 
da presença de algum íon metálico para que tenham atividade 
catalítica. Existem duas classes de enzimas que necessitam de 
íons metálicos e que se diferenciam pela intensidade da inte- 
ração entre o íon e a proteína: 

1. Metaloenzimas contêm íons metálicos firmemente li- 
gados, normalmente são íons de metais de transição, como 
Fe 2+ , Fe 3+ , Cu 2+ , Zn 2+ , Mn 2+ ou Co 3+ . 

2. Enzimas ativadas por metais ligam frouxamente íons 
metálicos presentes nas soluções, geralmente íons de metais 
alcalinos e alcalino terrosos, Na + , K r , Mg 2 ' ou Ca 2 . 

Os íons metálicos participam dos processos catalíticos 
principalmente de três maneiras: 

1. Ligando-se aos substratos de modo a orientá-los de for- 
ma apropriada para a reação. 

2. Mediando reações de oxidorredução por alterações re- 
versíveis no estado de oxidação do íon metálico. 

3. Estabilizando eletrostaticamente ou então protegendo 
cargas negativas. 

Esta seção do capítulo ocupa-se principalmente com o 
terceiro aspecto da catálise por íons metálicos. As outras for- 
mas de catálise mediadas por íons metálicos serão considera- 
das nos próximos capítulos, j untamente com a discussão dos 
mecanismos de algumas enzimas específicas. 

a. Os íons metálicos favorecem a catálise pela estabilização 
de cargas 

Em muitas reações catalisadas por íons metálicos, o íon me- 
tálico age quase que da mesma maneira pela qual um pró- 
ton neutraliza cargas negativas, isto é, age como um ácido 
de Lewis. Além do mais, os íons metálicos em geral são cata- 
lisadores muito mais efetivos do que os prótons, pois os íons 
metálicos podem estar presentes em altas concentrações em 
pH neutro e possuem cargas maiores que + 1 . Deste modo, 
os íons metálicos podem ser considerados como se fossem 
“superácidos” . 


A descarboxilação do dimetiloxaloacetato, catalisada 
por um íon metálico como o Cu 2 " ou o Ni 2 ' , é um exemplo de 
catálise por íon metálico não enzimática: 
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Nesse caso, o íon metálico (M”" 1 "), que é quelado pelo dime- 
tiloxaloacetato, estabiliza eletrostaticamente a formação do 
íon enolato do estado de transição. A validade desse meca- 
nismo é corroborada pela observação de que o acetoacetato, 
que não pode formar um quelato destes, não é suscetível à 
descarboxilação catalisada por íons metálicos. Muitas das 
enzimas que descarboxilam o oxalacetato necessitam de íon 
metálico. 


b. Os íons metálicos propiciam catáiíse nucleofílica pela 
ionização da água 

A carga de um íon metálico faz as moléculas de água ligadas a 
ele ficarem mais ácidas do que as moléculas de H 2 0 livre, for- 
mando uma fonte de íons OH mesmo em pH abaixo do neu- 
tro. Por exemplo, a molécula de água da (NH 3 ) 5 Co (H 2 0) 
ioniza segundo a reação: 

(NH 3 ) 5 Co 3+ (H 2 0) (NH 3 ) 5 Co 3+ (OH-) + H + 

com um pK de 6,6, que é ~9 unidades de pH abaixo do p K da 
água livre. O grupo hidroxila ligado ao íon metálico resultan- 
te é um nucleofílico forte. 

Um exemplo instrutivo desse fenômeno aparece no me- 
canismo catalítico da anidrase carbônica (Seção 10. 1C), uma 
enzima de ocorrência ampla que catalisa a reação: 

C0 2 + H 2 0 HC0 3 “ + h + 

A anidrase carbônica contém um íon Zn 2 ' essencial que se 
situa no fundo de uma fenda do sítio ativo, o qual tem —15 
À de profundidade (Fig. 8.41), e coordena-se em um arranjo 
tetraédrico com três cadeias laterais de His evolutivamente 
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invariáveis e com um átomo de O de um íon HC0 3 ” (Fig. 
15.5a) ou de uma molécula de água (Fig. 15.50} . A enzima 
tem o seguinte mecanismo de catálise: 

1. Toma-se como ponto de partida a situação em que uma 
molécula de água esteja ligada à proteína pela quarta posição 
de ligação de um íon Zn 2+ (Fig. 15.56). Esta H 2 0 polarizada 
pelo Zn 2 " ioniza-se por meio de um processo que é facilitado 
por uma catálise básica geral pela His 64, na sua conforma- 
ção “dentro”. Embora a His 64 esteja muito longe da molé- 
cula de água ligada ao Zn 2 " para poder abstrair um próton, 
estes elementos estão ligados por duas moléculas de água 
que participam formando uma rede ligada por ligações de 
hidrogênio que, pensa-se, age como uma ponte de prótons. 
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2. O íon OH” ligado ao Zn 2 ” resultante ataca nucleofilica- 
mente o CO, ligado à enzima que se situa nas proximidades, 
convertendo-o então a HC0 3 : 


FIGURA 15.5 Estruturas por raios X da anidrase carbônica hu- 
mana. (a) O sítio ativo está complexado com íon bicarbonato. O 
polipeptídeo está representado na forma de fita (amarelo -ouro), 
com as cadeias laterais representadas na forma de bastões colori- 
das de acordo com o tipo de átomo (C em verde, N em azul e O 
em vermelho). O íon Zn ' ligado à proteína ( esfera em dano) está 
ligado de forma tetraédrica ( ligações em cinza) por três cadeias la- 
terais de His, e o íon HC0 3 está representado na forma de esfe- 
ras e bastões. O HC0 3 também interage com a proteína por con- 
tatos de van der Waals ( superfície pontilhada colorida de acordo 
com o tipo de átomo ) e de uma rede de ligações de hidrogênio ( li- 
nhas pontilhadas em cinza) envolvendo a Thr 199 e Glu 106. (Com 
base na estrutura por raios X determinada por K.K. Kannan, Bha- 
bha Atomic Research Center, Bombaim, índia. PDBid 1 HCB.) 
(6)0 sítio ativo, onde se observa o transladador de prótons pelo 
qual a His 64, agindo como uma base geral, subtrai um próton da 
H 2 0 ligada ao Zn z 1 , formando um íon OH”. O esqueleto do poli- 
peptídeo está mostrado na forma de fita ( dano ), as cadeias laterais 
e várias moléculas do solvente que estão ligadas estão mostradas 
na forma de esferas e bastões, na qual o C está em preto, o N em 
azul e o O em vermelho. O transladador de prótons consiste em 
duas moléculas de água que formam uma rede de ligações de hi- 
drogênio ( linhas pontilhadas brancas), que, por sua vez, faz uma 
ponte entre o íon OH ligado ao Zn 2 e à His 64 (está mostrada 
na conformação “dentro”). Ao protonar-se, a His 64 passa para a 
conformação “fora”. (Cortesia de David Christianson, University 
of Pennsylvania, EUA.) ^*6 Ver Exercício interativo 3 
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Ao fazer isto, o grupo OH” ligado ao Zn 2+ faz uma ligação 
de hidrogênio com a Thr 199, que, por sua vez, doa uma liga- 
ção de hidrogênio ao Glu 106 (Fig. 15.5a). Essas interações 
orientam o grupo OH” segundo uma geometria ótima (ver 
a seguir) para o ataque nucleofüico sobre o substrato C0 2 . 

3. O sítio catalítico é regenerado pela troca do HC0 3 li- 
gado ao Zn 2 ", produto da reação da H 2 0 juntamente com 
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a desprotonação da His 64. Nesse último processo, a His 64 
muda para a sua conformação “fora” (Fig. 15.5 b), que pode 
facilitar a transferência do próton para a massa do solvente. 

c. Os íons metálicos favorecem as reações protegendo as 
cargas 

Uma outra função enzimática importante dos íons metálicos é 
a proteção de cargas. Por exemplo, os verdadeiros substratos 
das cinases (enzimas de transferência de grupos fosfato que uti- 
lizam ATP) são os complexos ATP-Mg 2+ , como por exemplo 

Mg 2+ 

cr o~ cr 

I I i 

Adenina — Ribose — O — P — O — P — O — P — O 

li I! II 

0 0 0 

e não simplesmente ATP. Neste caso, o papel do íon Mg 2 ', 
além do efeito de orientação, é proteger eletrostaticamente as 
cargas negativas dos grupos fosfato. De outro modo, essas car- 
gas tenderiam a repelir os pares de elétrons dos agentes de ata- 
ques nucleofflicos, principalmente aqueles de caráter aniônico. 

D. Catálise eletrostática 

A ligação de um substrato normalmente exclui água do sítio 
ativo das enzimas. Consequentemente, a constante dielétri- 
ca localizada no sítio ativo assemelha-se àquela em solven- 
tes orgânicos, onde a interação eletrostática é muito maior 
do que em soluções aquosas (Seção 8.4A). A distribuição de 
cargas em um meio de baixa constante dielétrica pode in- 
fluenciar bastante a reatividade química. Então, como visto 
anterior mente, os p K das cadeias laterais dos aminoácidos 
quando em proteínas podem variar em várias unidades em 
relação aos seus valores normais (Tabela 4.1) devido à proxi- 
midade dos grupos carregados. 

Embora as evidências experimentais e análises teóricas 
sobre esse assunto sej am esparsas, existe um grande número 
de indícios mostrando que a distribuição de cargas ao redor 
do sítio ativo das enzimas está organizada de modo a esta- 
bilizar os estados de transição das reações catalisadas. Esse 
modelo de explicar o aumento da velocidade, que se asseme- 
lha a uma forma de catálise por íon metálico discutida ante- 
riormente, é denominado catálise eletrostática. Além disso, 
em muitas enzimas, esta distribuição de cargas aparentemente 
serve para guiar substratos polares para os seus sítios de liga- 
ção, de modo que as velocidades dessas reações enzimáticas 
são até mesmo maiores do que as velocidades que seriam pos- 
síveis devido aos limites aparentes de difusão (Seção 14.2B). 

E. Catálise por efeitos de proximidade e de orientação 

Embora as enzimas utilizem mecanismos catalíticos semelhan- 
tes aos dos modelos de reações orgânicas, elas têm eficiências 
catalíticas bem maiores do que aquelas preconizadas por esses 
modelos de reações orgânicas. Essa eficiência deve se originar 
de uma condição física específica no sítio catalítico da enzi- 
ma que favoreça a reação química correspondente. Os efeitos 
mais óbvios são a proximidade e a orientação: para que a rea- 
ção ocorra, os reagentes devem aproximar-se um do outro se- 
gundo uma relação espacial adequada. Por exemplo, na reação 
bimolecular do imidazol com p-nitrofenilacetato, 
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o avanço da reação é monitorado de maneira fácil pelo apa- 
recimento do íon p-nitrofenolato, pois esse composto tem 
uma coloração fortemente amarela: 


d[p- NO^O-J 

dt 


k Y [imidazol] [p-N0 2 <j>Ac] 
[p-N0 2 4>Ac] 


[15.4] 


em que 4> = fenil e kf, a constante de velocidade de pseudopri- 
meira ordem, tem o valor de 0,0018 s _1 e a concentração de imi- 
dazol é igual a 1 M. Entretanto, para a reação intramolecular 


O o 



a constante de velocidade de primeira ordem k 2 — 0,043 
s" 1 , isto é, k 2 = 24 kf. Portanto, quando 1 M do catalisador 
imidazol liga-se covalentemente ao reagente, ele é 24 vezes 
mais eficiente do que quando está livre na solução, isto é, na 
reação intramolecular o grupo imidazol comporta-se como se 
sua concentração fosse 24 M. Tanto a proximidade como a 
orientação contribuem para esse aumento de velocidade. 


a. A contribuição da proximidade, por si só, é pequena para a 
catálise 

Será feito um cálculo aproximado de quanto a velocidade da 
reação é afetada apenas pela proximidade dos grupos reagen- 
tes. Segundo o tratamento proposto por Daniel Koshland, po- 
de-se fazer uma série de suposições perfeitamente aceitáveis: 

L As espécies reagentes, isto é, os grupos funcionais, têm 
um tamanho aproximado ao das moléculas de água. 

2. Cada espécie reagente presente na solução tem como 
vizinhas mais próximas 12 moléculas de modo que se organi- 
zam em esferas de tamanhos idênticos. 

3. Uma reação química só ocorre entre reagentes que este- 
jam em contato. 
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4. A concentração de reagentes presentes na solução é tão 
baixa que a probabilidade de que as espécies reagentes este- 
jam em contato simultâneo com mais do que um reagente é 
desprezível. 

Então, a reação 

A + B -S- A— B 

obedece a equação de velocidade de segunda ordem 

d[A — B] 

V - - d ~ MA] [B] = M A, B ] pares [15.5] 

em que [A, B] ;JHra é a concentração de moléculas de A e B 
que estão em contato. O valor desta grandeza é 

12 [A] [B] 

[ A, B ] pares 555M [15.6] 

pois, como existem 12 maneiras pelas quais A pode estar em 
contato com B, [A]/55,5 M é a fração dos sítios ocupados por 
A em uma solução aquosa (em soluções diluídas [H 2 OJ = 
55,5 M). Consequentemente, [A]/55,5 M é a probabilidade 
de que uma molécula de B esteja próxima a uma molécula 
de A. Combinando-se as Equações [15.5] e [15.6] obtém-se 

V ~~ )í‘ A ’ B ^ pares ~ 4,6 kl Í A ’ B W t 15 - 7 ] 

Assim, na ausência de qualquer outro efeito, este modelo 
prediz que para a reação intramolecular 

A B A B 


k 2 = 4,6 k t , o que corresponde a um pequeno aumento de 
velocidade. Portanto, além do efeito de proximidade, deve- 
-se considerar que existem ainda outros fatores que levam ao 
aumento deste valor. 

b. A orientação apropriada dos reagentes e a limitação no 
movimento de um em relação ao outro pode levar a um 
aumento na velocidade de catálise 
A teoria anterior é, obviamente, muito simples. Por exem- 
plo, ela não leva em consideração as orientações relativas das 
duas moléculas reagentes. As moléculas não são igualmente 
reativas em todas as direções como a teoria de Koshland su- 
põe. Ao contrário, elas reagem mais satisfatoriamente apenas 
se estiverem em orientações relativas apropriadas. Por exem- 
plo, em uma reação S N 2 (substituição nucleofílica bimolecu- 
lar) , o nucleófilo de entrada ataca de maneira ideal o átomo 
de C alvo segundo uma direção oposta à da ligação do grupo 
de saída (Fig. 15.6). Átomos reagentes que se aproximem se- 
gundo uma trajetória que desvie em um ângulo de apenas 10° 
da direção ideal reduzem a velocidade da reação por, pelo 
menos, um fator de 100. Em um fenômeno relacionado, uma 
molécula pode ter sua re atividade máxima somente quan- 
do ela assumir uma conformação que alinhe os seus vários 
orbitais de maneira a minimizar a energia eletrônica do seu 
estado de transição, efeito denominado de auxílio estereoe- 
letrônico ou controle esteroeletrônico. 

Um outro efeito que foi desprezado nas considerações 
quanto à proximidade é o movimento dos grupos reativos 
entre si. Relativamente um ao outro, os grupos reativos, no 
estado de transição, se movem muito pouco. De fato, como 
Thomas Bruice demonstrou, a velocidade das reações intra- 
moleculares aumenta bastante pela diminuição dos movimen- 
tos internos da molécula de maneira a aumentar a fração mo- 
lar dos grupos reagentes que estão em uma conformação na 
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FIGURA 15.6 A geometria de uma reação S N 2. O grupo nucleofílico atacante, Y , deve aproximar-se do átomo de carbono co- 
ordenado tetraedricamente, portanto nibridizado em sp , ao átomo de C segundo a direção oposta a qual o grupo de saída, X, está 
ligado. Esse processo é chamado de ataque por trás. No estado de transição da reação, o átomo de C torna-se coordenado como 
uma bipirâmide triangular, portanto hibridizado em sp 2 , com o orbital p (em azul) formando ligações parciais com X e Y. Os três 
orbitais sp 2 formam ligações com os três outros substituintes do átomo de C (R, R' e R"), que mudaram suas posições para o plano 
perpendicular ao eixo X— C— Y (setas curvas ). Qualquer desvio dessa geometria ideal pode aumentar a energia livre do estado de 
transição, AG*, reduzindo a velocidade da reação (Equação [14.15]). O estado de transição então se decompõe nos produtos, em 
que R, R' e R" tiveram invertidas as suas posições ao redor do átomo de C, que re-hibridizou para a sp\ e X é liberado. 
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qual podem entrar no estado de transição (Tabela 15.1). De 
maneira semelhante, quando uma enzima liga duas molécu- 
las em uma reação bimolecular, como mostrado por William 
Jencks, ela não apenas aumenta a proximidade dos reagentes 
como também congela os movimentos translacionais e rota- 
cionais relativos dos reagentes (diminui suas entropias), au- 
mentando assim suas reatividades. Estudos teóricos de Bruice 
indicaram que uma boa parte desse aumento de velocidade 
pode vir da ligação da enzima ao substrato em uma conforma- 
ção que mais facilmente passe ao estado de transição. 

As enzimas, como será visto nas Seções 16.2 e 16.3, ligam- 
se aos substratos de tal modo que eles são alinhados e imo- 
bilizados de maneira a otimizar suas reatividades. A energia 
livre necessária para isso provém da energia livre específica da 
ligação do substrato à enzima. 

F. Catálise por ligação preferencial ao estado de transição 

Geralmente, o aumento de velocidade dado pelas enzimas é 
maior do que aquele que se poderia calcular a partir dos me- 
canismos de catálise discutidos até agora. Porém, até o mo- 
mento, um dos principais mecanismos de catálise enzimática 
não foi considerado: o estado de transição liga-se à enzima 
com maior afinidade do que os substratos ou os produtos cor- 
respondentes. Os aumentos de velocidade das reações enzi- 
máticas parecem razoáveis quando os mecanismos descritos 
anteriormente são considerados j untamente com a ligação 
preferencial ao estado de transição. 

O conceito original de ligação ao estado de transição pro- 
põe que as enzimas fazem uma torção mecânica nos seus subs- 
tratos até que atinjam a geometria do estado de transição, por 
meio de sítios de ligação aos quais os substratos não distor- 
cidos não se encaixariam de forma adequada. Este mecanis- 
mo, denominado de mecanismo da mesa de estiramento (em 
analogia ao instrumento de tortura medieval), baseia-se nas 
muitas evidências que mostram o papel da torção em facilitar 
reações orgânicas. Por exemplo, a velocidade da reação 



estérica 


é 315 vezes mais rápida quando R é CtL, e não H, devido à gran- 
de repulsão estérica entre grupos CH, e grupos reagentes. De 
maneira similar, considera-se que reações de abertura de anéis 
são mais fáceis no caso de anéis submetidos à torção, como o 
ciclopropeno, do que nos casos de anéis sem forças de torção, 
como o cicloexano. T anto em um processo quanto no outro, 
o reagente tensionado assemelha-se mais ao estado de transição 
da reação do que ao correspondente substrato não tensionado. 
Então, como foi pioneiramente sugerido por Linus Pauling e 
posteriormente ampliado por Richard Wolfenden e Gustav 
Lienhard, interações que ligam preferencialmente o estado de 
transição aumentam a concentração do estado de transição, e as- 
sim aumentam proporcionalmente a velocidade de reação. 

Pode-se quantificar essa afirmação considerando-se as 
consequências cinéticas da ligação preferencial ao estado de 
transição de uma reação catalisada enzimaticamente envol- 


TABELA 15.1 Velocidades relativas da formação de 

anidridos de ésteres que possuem diferentes 
graus de liberdade de movimento na reação 



Reagentes* 

CH 3 COOòBr 

+ 

ch 3 coct 

— COOif)Br 

— cocr 

COO<!>Br 

cocr 



Constante da velocidade relativa 



-1 x 10 3 


-2,3 x 10 S 



*As flechas curvas indicam graus de liberdade de rotação. 

Fonte: Bruice, T.C. e Lightstone, F.C., Acc. Chem. Res. 32, 127 (1999). 


vendo apenas um único substrato. O substrato S pode reagir 
formando o produto P tanto de forma espontânea quanto 
por catálise enzimática: 

S P 

ES EP 


As relações entre os vários estados dessas duas rotas de rea- 
ção estão indicadas no esquema a seguir: 


K t 

E + S S f + E » P + E 



EP 


em que 



[ES T ] 

[E)[S T ] 

[ES T ] 

[ES] 


são as respectivas constantes de associação. Consequentemente, 


jÇ T [S][E&] Kl 
K r [S t ][ES] 


[15.8] 


Segundo a teoria do estado de transição, Equações [14.7] e 
[14.14], a velocidade da reação não catalisada pode ser ex- 
pressa como 
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[15.9] 


De maneira semelhante, a velocidade da reação catalisada é 



MES] 



[15.10] 


dade de reação, quanto a bons substratos, aqueles com alta 
velocidade de reação. Aparentemente, essas enzimas usam 
a energia intrínseca de ligação a um bom substrato para es- 
tabilizar o estado de transição correspondente, isto é, uma 
enzima , necessariamente, não se liga a um bom substrato com 
alta afinidade, pois quem se liga com alta afinidade é o estado 
de transição. 



Então, combinando-se as Equações [15.8], [15.9] e [15.10], 


kz = Kl = Kj 

*n Kl K r 


[15.11] 


Esta equação indica que quanto mais firmemente uma enzi- 
ma se ligar aos estados de transição ( K T ) em relação à liga- 
ção aos substratos (K R ), maior será a velocidade da reação 
catalisada (kjJ em relação à reação não catalisada (k N ), isto 
é, a catálise é o resultado da ligação preferencial ao estado de 
transição, e portanto da estabilização do estado de transição 
( 57 , em relação â ligação ao substrato (S) (Fig. 15.7). 

De acordo com a Equação [14.15], a relação entre a 
velocidade da reação catalisada versus a não catalisada é 
expressa por 

~ = exp[(AG+ - A Gl)!RT] [15.12] 

Deste modo, para um fator de aumento de 10 6 , é necessário 
que a enzima se ligue ao complexo do estado de transição 
com uma afinidade IO 6 maior do que a afinidade de liga- 
ção ao substrato, o que corresponde a uma estabilização de 
34,2 kJ • mor 1 , a 25°C. Aproximadamente, essa é a energia 
de duas ligações de hidrogênio. Consequentemente, se hou- 
vesse ligação enzimática do estado de transição (ES f ) nas 
duas ligações de hidrogênio que não são formadas no comple- 
xo de Michaelis (ES), apenas esse efeito levaria a um aumento 
da velocidade de ~ l(f. 

Geralmente, a especificidade de uma enzima é verificada 
pelo seu número de renovação (k CIll ) e não pela afinidade de 
ligação ao substrato. Em outras palavras, as enzimas ligam- 
-se tanto a substratos pobres, aqueles que têm baixa veloci- 



FIGURA 15.7 Diagrama das coordenadas de reação de uma 
reação hipoteticamente catalisada por uma enzima envolvendo 
um único substrato (azul) e da reação não catalisada ( verme- 
lho ) equivalente, gfl, Ver Figuras animadas 


a. Análogos ao estado de transição são inibidores 
competitivos potentes 

Caso uma enzima ligue-se preferencialmente ao estado de 
transição, espera-se que moléculas estáveis análogas ao es- 
tado de transição que se assemelhem a 5 + sejam potentes ini- 
bidores competitivos da enzima. Sabe-se, por exemplo, que a 
reação catalisada pela prolina-racemase de Clostridium sti- 
cklandii ocorre via um estado de transição planar: 



Estado de transição 
planar 

A prolina-racemase é inibida competitivamente por análo- 
gos planares de prolina, pirrol-2-carboxilato e A-l-pirrolina- 
-2-carboxilato, 



Pirrol-2-earboxilato A-l-Pirrolina-2-carboxilato 


que se ligam à enzima com uma afinidade 160 vezes maior do 
que a prolina. Portanto, esses compostos são considerados 
como análogos ao estado de transição da reação da prolina- 
-racemase. Por outro lado, o tetra-hidrofurano-2-carboxilato, 



T etra-hidrofuran o-2 - car boxilato 

que se assemelha mais à estrutura da prolina, não é um inibi- 
dor tão bom como os demais compostos. Um aumento de 160 
vezes na afinidade de ligação corresponde (de acordo com a 
Equação [15.12]) a um aumento de 12,6 kJ • mol” 1 na energia 
livre de ligação. Essa energia, supostamente, reflete a afinidade 
de ligação adicional que a prolina-racemase tem para o estado 
de transição da proi ina em relação à molécula não distorcida. 

Centenas de análogos ao estado de transição de várias 
reações enzimáticas foram descritos até agora. Alguns deles 
são antibióticos de ocorrência natural. Outros foram projeta- 
dos para investigar os mecanismos de determinadas enzimas 
e/ou para atuarem como inibidores específicos de reações 
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Clivagem pela 


gCHoOH CH 2 OH lisozima CH,OH CH 2 OH 



CH 3 CHCOO“ CH3CHCOO" 


NAG NAM NAG NAM 

FIGURA 15.8 Os componentes polissacarídeos NAG-NAM da parede celular das bactérias. A posição do sítio de clivagem da 
lisozima está indicada. 


enzimáticas para uso terapêutico ou agrícola. De fato, como 
será discutido na Seção 15.4C, a teoria que explica que as en- 
zimas se ligam aos estados de transição com maior afinidade 
do que aos substratos fornece as bases racionais do planeja- 
mento de fármacos fundamentado na compreensão dos meca- 
nismos de reação específicos de enzimas. 

2 LISOZIMA 

Nas duas próximas seções, serão examinados os mecanismos 
catalíticos de várias enzimas j á bem caracterizadas, visando 
entender a maneira como as enzimas aplicam os princípios 
catalíticos descritos na Seção 15.1. Deve-se observar que a 
grande eficiência catalítica das enzimas provém do uso simul- 
tâneo de vários desses mecanismos catalíticos. 

A lisozima é uma enzima que destrói a parede celular de 
bactérias. Como foi visto na Seção 11.3a, a lisozima tem essa 
ação por hidrolisar a ligação glicosídica |3(1— >4) do ácido 
iV-acetilmurâmico (NAM) no componente polissacarídeo al- 
ternado NAM-NAG do peptidoglicano da parede celular de 
bactérias, formando A^-acetilgUcosamina (NAG) (Fig. 15.8). Da 
mesma maneira, ela hidrolisa a ligação p(l— >4) da poli(NAG) 
(quitina), um componente da parede celular da maioria dos 
fungos. A lisozima ocorre amplamente nas células e nas secre- 
ções dos vertebrados, onde ela age como um agente bacteridda. 
Entretanto, a observação de que poucas bactérias patogênicas 
são suscetíveis à lisozima de forma isolada levou rapidamente 
à ideia de que esta enzima auxilia sobretudo na eliminação de 
bactérias após terem sido mortas por outras causas. 

A lisozima da clara de ovo de galinha é a espécie de li- 
sozima mais amplamente estudada, assim como o seu meca- 
nismo catalítico. Ela é uma proteína pequena ( 14,7 kDa) fá- 
cilmente disponível (um ovo contém ~ 5 g de lisozima) cuja 
única cadeia polipeptídica é formada por 129 resíduos de 
aminoácidos, e possui ligações cruzadas internas por quatro 
ligações dissulfeto (Fig. 15.9). A lisozima de clara de ovo de 
galinha catalisa a hidrólise do substrato com uma velocidade 
IO 6 vezes maior do que a da reação não catalisada. 

A. Estrutura da enzima 

A elucidação do mecanismo de ação da enzima necessita do 
conhecimento da estrutura do complexo enzima-substrato. 
Isso porque, mesmo que os resíduos do sítio ativo tenham 
sido elucidados por meios químicos, físicos e genéticos, os 
arranjos tridimensionais relacionados ao substrato e aos resí- 


duos devem ser conhecidos para que se entenda como a enzi- 
ma funciona. Uma enzima, porém, liga-se aos seus bons subs- 
tratos apenas transitoriamente antes que catalise a reação e 
libere os produtos. Consequentemente, a maior parte do co- 
nhecimento sobre os complexos enzima-substrato provém de 
estudos por raios X de enzimas complexadas com substratos 
pobres ou inibidores, que permanecem ligados às enzimas de 
forma estável durante as várias horas que normalmente são 
necessárias para medir a intensidade da dif ração de raios X 
dos cristais de proteínas (embora já existam técnicas de me- 
dições de intensidade de raios X em menos de 1 segundo). 
Os grandes canais cheios de solvente que ocupam muito do 
volume da maioria dos cristais de proteína (Seção 8.3Aa) em 



FI .51RA 15.9 Estrutura primária da lisozima de clara de ovo 
de galinha. Os resíduos de aminoácidos que delimitam o bolsão 
de ligação ao substrato estão mostrados em roxo mais escuro. 





518 Do na 1 d Voet / Judith G. Voet 


geral permitem a formação de complexo enzima-inibidor 
pela difusão de moléculas de inibidor no interior do cristal 
de proteínas nativas. 

A estrutura por raios X da lisozima de clara de ovo que 
foi elucidada por David Phillips em 1965 foi a segunda es- 
trutura de uma proteína, e a primeira de uma enzima, a ser 
determinada em alta resolução. A molécula da lisozima tem 
a forma aproximada de uma elipse, com dimensões de 30 X 
30 X 45 A (Fig. 15.10). Sua característica mais notável é uma 
fenda proeminente, o sítio de ligação ao substrato , que atraves- 
sa uma das faces da molécula. A cadeia polipeptídica contém 
cinco segmentos helicoidais e uma folha (3 antiparalela de três 
fitas que inclui um lado da parede da fenda. Como esperado, 
a maior parte das cadeias laterais apoiares fica no interior da 
molécula, excluída do contato com solventes aquosos. 


a. A natureza do sítio de ligação 

Os oligossacarídeos NAG de menos do que cinco resíduos 
são hidrolisados muito lentamente pela lisozima da clara 
de ovo (Tabela 15.2). Entretanto, esses análogos de subs- 
trato ligam-se ao sítio ativo da enzima, sendo assim inibi- 
dores competitivos. A estrutura determinada por raios X 
do complexo (NAG) 3 -lisozima revela que a (NAG) , fica 
ligada aos subsítios A, B e C de ligação ao substrato. Esse 
inibidor associa-se à enzima tanto por ligações de hidro- 
gênio fortes, algumas delas envolvendo os grupos aceta- 
mido dos resíduos A e C, como por contatos hidrofóbicos 
com encaixes bem-ajustados. Em um exemplo de ligação 
por ajuste induzido (Seção 10. 4C), durante a ligação com 
(NAG) 3 , hã um leve (~1 À) fechamento da fenda de liga- 
ção da lisozima. 



FIGURA 15.10 Estrutura por raios X da lisozima HEW ( página oposta ). (a) A cadeia polipeptídica é mostrada ligada ao 
substrato (NAG) f (em verde). As posições do esqueleto de C a estão indicadas junto com as cadeias laterais que se alinham ao sítio 
de ligação do substrato e formam ligações dissulfeto. Os anéis glicídicos do substrato são designados de A, na sua extremidade 
não redutora (direita), até F, na sua extremidade redutora (esquerda). A lisozima catalisa a hidrólise da ligação peptídica entre os 
resíduos D e E. Os anéis A, B e C são observados na estrutura por raios X do complexo do (NAG) 3 com a lisozima; as posições D, 
E e F são inferidas por meio de estudos de modelagem molecular. (Ilustração Irving Geis/Geis Archives Trust. Copyright Howard 
Hughes Medicai Institute, EUA. Reproduzida com permissão.) (b) Diagrama esquemático da lisozima destacando a estrutura 
proteica secundária e indicando a posição das cadeias laterais importantes cataliticamente. (c) Modelo gerado por computador 
mostrando o envelope molecular proteico (em roxo) e o esqueleto de C IA (em azul). As cadeias laterais dos resíduos catalíticos, Asp 
52 (parte superior) e GIu (parte inferior), estão mostradas em amarelo. Observar o proeminente sulco de ligação enzima-substrato. 
(Cortesia de Arthur Olson, The Scripps Research Institute, La Jolla, Califórnia, EUA.) Partes a, bec possuem, aproximadamente, 
a mesma orientação. 
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TABELA 15.2 Velocidade da hidrólise de substratos 

análogos a oligossacarídeos catalisada pela 
lisozima de clara de ovo de galinha 


Composto £ cat (s *) 

(NAG) 2 2,5 X 1(T 8 

(NAG) 3 8,3 X 10“ & 

(NAG) 4 6,6 X 10“ s 

(NAG) 5 0,033 

(NAG) 6 0,25 

(NAG-NAM) 3 0,5 

Fonte: Imoto, T., Johnson, L.N., North, A.C.T., Phillips, D.C. e Rupley, 
J,A. em Boyer, P.D. (Ed.), The Enzymes (3rd ed.), vol. l,p. 842, Academic 
Press (1972). 


b. O sítio catalítico da lisozima foi identificado pela 
construção de modelos 

A hidrólise de (NAG) 3 leva semanas sob a influência da li- 
sozima. Por isso, supõe-se que o complexo revelado pelas 
análises de raios X é improdutivo, isto é, o sítio catalítico da 
enzima não está nas ligações glicosídicas, nem na A — B nem 
na ligação B — C. (Supostamente, as raras ocasiões em que hã 
hidrólise de [NAG] 3 ocorrem quando [NAG] 3 se liga produ- 
tivamente ao sítio catalítico.) 

Para localizar o sítio catalítico da lisozima, Phillips cons- 
truiu modelos para investigar como um substrato grande pode 
se ligar à enzima. A fenda do sítio ativo da lisozima é suficien- 
temente longa para acomodar (NAG) 6 , que é rapidamente 
hidrolisado pela enzima (Tabela 15.2). Entretanto, o quarto 
resíduo de NAG (anel D na Fig. 15.10) parece não poder ligar- 
-se à enzima porque os seus átomos C6 e 06 estão em contato 



Conformação em cadeira 



Cl 

Conformação em meia-cadeira 


FIGURA 15.11 Conformações em cadeira e meia-cadeira. 

Geralmente, os anéis das hexoses assumem a conformação em 
cadeira. Entretanto, postula -se que a ligação com a lisozima 
distorça o anel D para uma conformação em meia-cadeira de 
tal forma que os átomos Cl, C2, C5 e 05 ficam coplanares. 

4'í Ver Figuras animadas 


OH 


ch 2 oh 


yP ' — .\Asp 101 



R— O 

Anel D na 
conformação de q 

meia-cadeira Xs 

C 

/ \ 

H-jC n 


Gin 

57 'O 


FIGURA 15.12 Interação da lisozima com seu substrato. O 

ângulo de visão é a partir da fenda do sítio de ligação, com os 
lados mais grossos dos anéis voltados para fora da enzima e 
com os mais finos voltados para o fundo da fenda. (Os direitos 
autorais da figura são propriedade de Irving Geis. Com base na 
estrutura por raios X determinada por David Phillips, Oxford 
University, Reino Unido, PDBid 4LYZ.) jflr Ver Exercício de 
cineimagem 9 
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muito íntimo com Glu 35, Trp 108 e o grupo acetamino do anel 
C. Essa interferência espacial pode ser aliviada pela distorção 
do anel da glicose de sua conformação normal em cadeira para 
a conformação de meia-cadeira (Fig. 15.11). Essa distorção faz 
os átomos Cl, C2, C3, C5 e 05 do resíduo coplanar D mover o 
grupo — C6H 7 OH de sua posição equatorial normal para uma 
posição axial na qual não há contatos próximos, permitindo 
uma ligação de hidrogênio entre o grupo carbonil da Gin 57 e 
o grupo amino da Vai 1 09, ambos do esqueleto de carbono da 
enzima (Fig. 15.12). Continuando na construção do modelo, 
Phillips verificou que, aparentemente, os anéis E e F ligam-se 
à enzima sem distorção e com um número favorável de liga- 
ções de hidrogênio e contatos de van der Waals. 

Agora aproxima-se da identificação do sítio catalítico da 
lisozima. No substrato natural da enzima, cada segundo resí- 
duo é um resíduo de NAM. O modelo construído, entretan- 
to, indica que a cadeia lateral do seu resíduo lactil não pode 
ser acomodada nos subsítios de ligação dos resíduos C ou E. 
Por isso, os resíduos de NAM 


- - NAG- NAM - NAG-NAM - NAG-NAM- - * 

A B C D E F 

devem se ügar aos subsítios B, D e F. A observação de que a 
lisozima hidrolisa a ligação (3(1— >4) entre NAM e NAG indica 
que a quebra da ligação ocorre tanto entre os anéis BeCou 
entre os anéis D e E. Uma vez que a (NAG) 3 liga-se estavel- 
mente à enzima, mas não é clivada pela enzima, encaixando- 
-se nos subsítios B e C, o provável sítio de clivagem situa-se 
entre os resíduos D e E. Esta conclusão foi confirmada pelas 
observações de John Rupley, que mostram que a lisozima hi- 
drolisa (NAG) 6 quase que quantitativamente entre o segundo 
e terceiro resíduos, contados a partir da extremidade redutora 
(a extremidade com Cl — OH livre), exatamente como o espe- 
rado caso a enzima tenha seis subsítios de ligação a sacarídeos 
e clive a ligação entre os anéis D e E do substrato. 

A ligação que a lisozima cliva foi identificada pela hi- 
drólise enzimática de (NAG) 3 em presença de H 2 ls O. O 
produto resultante tem s O ligado ao átomo Cl do novo 
terminal redutor, demonstrando que a clivagem da ligação 
ocorre entre Cl e o oxigênio 0 1 da ponte entre os resíduos 
de monossacarídeos: 


( extremidade \ 
redutora / 


CHoOH 




Lisozima 




Desse modo, a lisozima catalisa a hidrólise da ligação Cl -Ol 
da ligação do resíduo D do substrato. Além do mais, essa rea- 
ção ocorre com a retenção da configuração, de forma que o 
produto anel D permanece como anômero (3. 


OR' 


OR' 


H— C— O-R" + H 
R 
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Carbocátion estabilizado 
por ressonância (íon oxônio) 
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H — C — OH 
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FIGURA 15.13 Mecanismo da hidrólise não enzimática de um 
acetal a um hemiacetal catalisada por ácido. A reação envolve 
a protonação de um dos átomos de oxigênio do acetal, seguida 
pela clivagem da Ügação C— O para formar um álcool (R"OH) 
e um carbocátion estabilizado por ressonância (íon oxônio). A 
adição de água ao íon oxônio forma o hemiacetal e regenera o 
H 1 catalisador. Observar que os átomos C, O, H, R e R ' do íon 
oxônio ficam no mesmo piano. 


B. Mecanismo catalítico 

Falta ainda identificar os grupos catalíticos da lisozima. A rea- 
ção catalisada pela lisozima, a hidrólise de um glicosídeo, é uma 
conversão de acetal a hemiacetal. A hidrólise não enzimática 
de um acetal é uma reação catalisada por ácido que envolve 
a protonação de um átomo de oxigênio reagente, seguida da 
clivagem da ligação C-O (Fig. 15.13). Isso resulta na formação 
de um carbocátion estabilizado por ressonância que é denomi- 
nado íon oxônio. Para atingir o máximo de sobreposição de or- 
bitais, e assim estabilizar por ressonância, os grupos R e R' do 
íon oxônio devem ser coplanares quanto aos seus átomos C, O 
e H (auxílio estereoeletrônico). Então, o íon oxônio adiciona 
água, produzindo um hemiacetal e regenerando o catalisador 
ácido. Na identificação dos grupos catalíticos de uma enzima 
que intermedeie uma hidrólise de acetal, deve-se procurar por 
um catalisador ácido em potencial e, possivelmente, por um 
grupo que possa estabilizar um oxônio intermediário. 

a. Os resíduos catalíticos da lisozima são Glu 35 e Asp 52 
Os únicos grupos funcionais das vizinhanças imediatas do 
centro de reação da lisozima que têm as propriedades cata- 
líticas necessárias são as cadeias laterais do Glu 35 e do Asp 
52, resíduos que não variam na família das lisozimas, da qual 
a lisozima de ovo é o protótipo. Essas cadeias laterais, que 
estão dispostas em cada lado da ligação glicosídica [3 (1— >4) a 
ser clivada (Fig. 15.10), estão em ambientes bem diferentes. 
O Asp 52 é rodeado por vários resíduos polares conserva- 
dos, com os quais forma uma complexa rede de ligações de 
hidrogênio. Portanto, pode-se predizer que o Asp 52 tem um 
p K normal, que pode ser desprotonado, ficando assim car- 
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regado negativamente na faixa de pH entre 3 e 8 , na qual a 
lisozima é cataliticamente ativa. Já, o grupo carboxila do Glu 
35 fica aninhado em um bolsão predominantemente apoiar, 
que, como foi discutido na Seção 15-1D, provavelmente deve 
permanecer protonado em valores de pH excepcionalmente 


altos para grupos carboxílicos. De fato, estudos de difração 
de nêutrons, que fornecem informações similares aos estudos 
de difração de raios X, mas também revelam as posições dos 
átomos de hidrogênio, indicam que o Glu 35 permanece pro- 
tonado em pH fisiológico. A grande proximidade, revelada 
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FIGURA 15.14 Mecanismo de reação da lisozima. O Glu 35 age como um catalisador ácido e o Asp 52 age como um catalisa- 
dor covalente. Estão mostrados apenas os anéis D e E do substrato. R representa o grupo iV-acetil em C2 e R' representa o grupo 
CH 3 CHCOO em C3. O estado de transição, oxianion, estabilizado por ressonância, necessita que Cl, C2, C5 e 05 sejam coplanares 
(sobreado em cor de laranja), criando uma conformação do tipo meia cadeira. A etapa 5 inclui a participação de um estado de tran- 
sição oxianion que não está mostrado. Ver Exercício de cineimagem 9 
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pela estrutura por raios X, dos átomos de O das carboxilas 
tanto do Asp 52 como do Glu 35 com a ligação Cl - 0 1 do 
anel D do NAG é de —3 Á, isso os faz candidatos preferen- 
ciais a catalisadores eletrostáticos e ácidos, respectivamente. 

b. 0 mecanismo catalítico da iisozima ocorre via um 
intermediário covalente 

O mecanismo catalítico da Iisozima foi grandemente for- 
mulado por Phillips com base nas informações acima. 
Entretanto, como será visto posteriormente, novas investiga- 
ções foram necessárias para fazer modificações importantes 
na versão original do mecanismo. O mecanismo atualmente 
aceito ocorre como a seguir descrito: 

1. A Iisozima liga-se à parede bacteriana por meio da uni- 
dade hexassacarídica. Nesse processo, o anel D é distorcido 
para uma conformação em meia-cadeira, respondendo a con- 
tatos desfavoráveis que, não fosse isso, seu grupo - C6H 2 OH 
faria com a proteína. 

2. O Glu 35 trasfere seu próton para o átomo Ol que liga 
os anéis D e E, isto é, o único grupo polar das vizinhanças, 
e assim cliva a ligação Cl-Ol (catálise ácida geral). Esta 
etapa converte o anel D um íon oxônio planar estabiliza- 
do por ressonância, o estado de transição, cuja formação 
é facilitada pela tensão que o distorce na conformação de 
meia-cadeira (catálise por ligação preferencial ao estado de 
transição) . O oxônio positivamente carregado é estabiliza- 
do pela presença próxima do grupo carboxilato carregado 
negativamente do Asp 52 (catálise eletrostática). O produto 
anel E é liberado. 

3. O grupo carboxilato do Asp 52 ataca nucleofilicamente 
o Cl, agora deficiente em elétrons, do anel D formando um 

intermediário covalente glicosil-enzima, (catálise covalente). 

4. Uma molécula de água substitui o produto anel E no sítio 
ativo. 

5. Regeneração dos grupos do sítio ativo da enzima por hi- 
drólise da ligação covalente devido a assistência do Glu 35 
(catálise geral básica), o que envolve um outro íon oxônio de 
transição. A enzima, então, libera o produto anel D, comple- 
tando o ciclo catalítico. 

O mecanismo de duplo deslocamento apresentado no 
diagrama da Fig. 15.14 (no qual o grupo carboxilato do Asp 
52 desloca o Ol do Cl do anel D, que, por sua vez, é deslo- 
cado pela água) permite que a molécula de água que entra 
ligue-se à mesma face do anel D do mesmo modo que o anel 
E que ela substitui. Consequentemente, a configuração do 
anel D é mantida. Uma reação de deslocamento único, com 
a água deslocando diretamente Ol inverteria a configuração 
no Cl do anel D (entre substrato e produto), o que não é 
observado. 

C. Teste do mecanismo de catálise 

O mecanismo apresentado anteriormente é o produto de 40 
anos de pesquisa em enzimas. Ele difere de maneira impor- 
tante do mecanismo originalmente proposto por Phillips com 
base nos estudos que fez sobre a estrutura da Iisozima e do 
conhecimento sobre o mecanismo não enzimático da hidróli- 
se de acetais. No resto desta seção serão discutidos os pontos 
altos destes estudos enzimáticos para ilustrar como os mode- 
los científicos evoluem. 


a. Confirmação da identificação dos resíduos catalíticos 

Os grupos cataliticamente importantes da Iisozima foram 
identificados de forma experimental por meio de mutagêne- 
se sítio-dirigida (Seção 5.5G) e do uso de reagentes grupo- 
-específicos: 

Glu 35. A mutagênese do Glu 35 para Gin produz uma 
proteína sem atividade catalítica detectãvel (< 0,1% do tipo 
selvagem), embora ela tenha uma diminuição de apenas —1,5 
(uma vez e meia) na afinidade pelo substrato. O Glu 35 deve 
ser então essencial para a atividade catalítica da Iisozima. 

Asp 52. A mutagênese do Asp 52 para Asn, que tem uma 
polaridade comparável à do Asp, mas que não tem a carga 
negativa, produz uma enzima com não mais do que 5% da 
atividade catalítica da Iisozima do tipo selvagem, mesmo com 
esta mutação determinando um aumento de —2 vezes na afi- 
nidade da enzima pelo substrato. Portanto, o Asp 52 é impor- 
tante para a atividade enzimãtica. 

O não envolvimento de outros resíduos de aminoácidos. Outros 
grupos carboxílicos da 1 isozima, além do Glu 35 e Asp 52, não 
participam do processo catalítico. Isso foi demonstrado reagin- 
do a Iisozima, em presença de substrato, com reagentes espe- 
cíficos para grupos carboxílicos. Esse tratamento produz uma 
enzima quase que totalmente ativa, na qual todos os grupos 
carboxílicos, à exceção de Glu 35 e Asp 52, estão modificados. 
Outros reagentes grupo-específicos que modificam, por exem- 
plo, resíduos de His, Lys, Met ou Tyr, não induziram maiores 
alterações na estrutura e provocaram apenas pequenas modifi- 
cações na eficiência catalítica da Iisozima. 

b. Papel da tensão 

Muitas das investigações sobre o mecanismo da Iisozima têm 
como objetivo estabelecer o papel catalítico da tensão. Nem 
todos estes estudos, como será visto, dão suporte ao mecanis- 
mo de Phillips, e, por isso, estimularam uma série de investi- 
gações que levaram ao esclarecimendo desse assunto. 

Medidas do equilíbrio da ligação de vários oligossacarí- 
deos à Iisozima indicaram que todos os resíduos sacar ídicos, 
exceto os que se ligam ao subsítio D, contribuem energetica- 
mente para a ligação do substrato à Iisozima. A ligação de 
NAM ao subsítio D necessita receber 12 kJ • mol 1 de energia 
livre (Tabela 15.3). O mecanismo de Phillips explica essa ob- 
servação como um indicativo de pagamento em energia livre 
para torcer o anel D da sua conformação preferida, em cadei- 
ra, para a forma de meia-cadeira. 

Como se discutiu na Seção 15.1Fa, uma enzima que ca- 
talise uma reação por ligação preferencial ao estado de tran- 


TABELA 15.3 Energia livre da ligação dos subsítios da 

Iisozima de clara de ovo 


Sítio 

Sacarídeo 

ligado 

Energia livre de 
ligação (kJ * mol - ) 

A 

NAG 

-7,5 

B 

NAM 

-12,3 

C 

NAG 

-23,8 

D 

NAM 

+12,1 

E 

NAG 

-7,1 

F 

NAM 

-7,1 

Fonte: 

Chipman, D*M. e Sharon s N* s 

Science 165, 459 (1969). 
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FIGURA 15.15 Análogo do estado de transição na inibição da 
lisozima. O análogo 8-lactona do (NAG) 4 ( esquerda ) assemelha-se 
ao estado de transição da reação da lisozima (direita) . Observar que 
os átomos Cl, C2. C5 e 05 de cada uma das estruturas são coplana- 
res (indicado pelo sombreamento em cor de laranja), o que é consis- 
tente com a conformação em meia-cadeira do anel da hexose. 


sição). Dificilmente esse aumento poderia ser responsável 
pela maior parte do aumento de ~10 s vezes na velocidade 
da lisozima (perfaz apenas —20% das reações AAG\. al ; Seção 
14.1 Cd). Além do mais, o resíduo de iV-acetilxilosamina 
(XylNac), que não possui o grupo de impedimento estérico 
— C6H 2 OH, como NAM e NAG, tem uma afinidade pelo 
subsítio D (-3,8 kJ * mol ) apenas minimamente maior do 
que a afinidade pelo NAG (-2,5 kJ * mol” 1 ). É importante 
lembrar que o mecanismo de Phillips postula que são os con- 
tatos desfavoráveis deste grupo - C6H 2 OH os responsáveis 
pela distorção do anel D. Apesar disso, a lisozima não hidro- 
lisa sacarídeos com XylNAc no subsítio D. 


H 



sição tem uma afinidade muito maior por um inibidor que 
tenha a mesma geometria do estado de transição (um análo- 
go ao estado de transição) do que pelo substrato. O análogo 
ô-lactona do (NAG) 4 (Fig. 15.15) é supostamente um aná- 
logo ao estado de transição da lisozima, pois este composto 
com anel lactona tem uma conformação de meia-cadeira que 
se assemelha geometricamente ao estado de transição do íon 
oxônio do anel D do substrato . Estudos por raios X indicam, 
concordando com o predito, que esse inibidor liga-se aos 
subsítios A — B — C — D da lisozima de maneira tal que o anel 
lactona ocupa o subsítio D em uma conformação na forma 
de meia-cadeira. 

Mesmo com tudo o que foi discutido anteriormente, o pa- 
pel da distorção do substrato na catálise da lisozima foi coloca- 
do em dúvida. Estudos teóricos realizados por Michael Levitt e 
Arieh Warshel sobre a ligação do substrato à lisozima sugerem 
que a proteína é flexível demais para distorcer mecanicamente 
o anel D do substrato. Mais apropriadamente, esses cálculos 
implicam em que a estabilização do estado de transição ocorre 
porque o substrato desloca várias moléculas de água do subsítio 
D. A consequente dessolvatação do grupo carboxilato do Asp 
52 aumentaria de forma significativa a capacidade da enzima 
em estabilizar eletrostaticamente o íon oxônio do estado de 
transição. Esses estudos, portanto, levaram à conclusão que a 
“tensão eletrostática” e não a distorção espacial é o fator mais 
importante para estabilizar o estado de transição da lisozima. 

Em um esforço para obter mais informações experi- 
mentais que suportem o mecanismo de tensão de Phillips, 
Nathan Sharon e David Chipman mediram a afinidade da 
ligação do substrato D por vários sacarídeos, comparando 
a afinidade da lisozima por vários análogos do substrato. O 
inibidor lactona do NAG liga-se ao subsítio D com uma afi- 
nidade 9,2 kJ • mol 1 , afinidade maior do que para o próprio 
NAG. Esse valor corresponde, segundo a Equação [14.15], 
a um aumento de mais de 40 vezes na velocidade da reação 
da lisozima e resulta da torção (é importante relembrar que 
a diferença entre as energias de ligação do estado de tran- 
sição do análogo e a energia de ligação do substrato é um 
indicativo que o aumento na velocidade da enzima origina- 
-se da ligação preferencial ao complexo do estado de tran- 


As aparentes inconsistências entre as observações experi- 
mentais descritas anteriormente foram largamente explica- 
das por Michael James por meio da determinação altamente 
precisa (1,5 À) da estrutura por raios X do cristal da lisozima 
em complexo com NAM-NAG-NAM. Esse trissacarídeo 
liga-se, como é esperado, aos subsítios B, C e D da lisozima. 
NAM liga-se no subsítio D, concordando com o mecanismo 
de Phillips, e é distorcido para a conformação em meia-cadei- 
ra com o seu grupo — C6H 2 OH em uma posição praticamen- 
te axial devido ao impedimento espacial que ocorreria com o 
grupo acetamido do NAG caso ele se ligasse ao subsítio C (em- 
bora, ao contrário do mecanismo de Phillips, Glu 35 e Trp 108 
estejam muito longe do grupo -C6H 2 OH para contribuirem 
para essa distorção). A conformação distorcida é estabilizada 
por uma ligação de hidrogênio forte entre o 06 do anel D e o 
NH do esqueleto da Vai 109 (Fig. 15.12; estabilização do esta- 
do de transição). Realmente, a mutação da Vai 109 para Pro, 
que não tem grupo NH para fazer essa ligação de hidrogênio, 
inativa a enzima. A perda da atividade hidrolítica da lisozima 
quando XylNAc ocupa o subsítio D é explicada de maneira 
semelhante, devido à ausência dessa Ügação de hidrogênio e 
a consequente menor estabilidade do estado de transição da 
conformação em meia-cadeira do anel da XylNAc. 

A inesperada pequena diferença de energia livre para 
a ligação de NAG, lactona de NAG e XylNAc ao subsítio 
D é explicada pela observação de que NAG e XylNAc não 
distorcidas podem se moldar no subsítio D, como ocorre na 
estrutura do complexo lisozima • NAM-NAG-NAM, de- 
terminada por raios X. A cadeia lateral lactil volumosa de 
NAM evita que NAM ligue-se ao subsítio D dessa maneira. 

c. Evidências da existência de um Intermediário covaiente 
O mecanismo original de Phillips propõe que a reação da li- 
sozina ocorre via um ataque direto de uma molécula de água 
ao Cl do anel D com meia-cadeira distorcida de maneira que 
desloca diretamente o anel E (uma reação de deslocamento 
simples) e assim não envolve a formação de uma ligação cova- 
lente intermediária (muito parecido com o mecanismo esque- 
matizado na Fig. 15.14 mas pulando a Etapa 3). Isso foi com 
base na observação de Phillips de que a distância entre Cl do 
anel D e o O carboxílico do Asp 52 (que participa na rede de 
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ligações de hidrogênio que parecem manter esta cadeia late- 
ral no lugar) é grande demais para formar uma ligação cova- 
lente (no mínimo 2,3 Á no complexo NAM-NAG-NAN sem 
perturbar significativamente a estrutura da proteína contra ~ 
1,4 À para uma ligação simples C-O). O fato de que a reação 
da lisozima ocorre sem que a configuração sej a mantida foi 
atribuído à proteção do intermediário da reação pela enzi- 
ma de modo que assim a molécula de água é impedida de se 
aproximar da ligação que está sendo clivada pelo lado de trás 
como normalmente ocorre em uma reação de deslocamento 
simples. Este aspecto do mecanismo original de Phillips foi 
largamente aceito por mais de 35 anos porque nenhuma liga- 
ção covalente entre enzima e substrato foi detectada nos nu- 
merosos estudos experimentais com lisozima de clara de ovo. 

Apesar do discutido anteriormente, todas as outras |3-gli- 
cosidases de estruturas conhecidas que clivam ligações glicosí- 
dicas com a manutenção da configuração do carbono anomé- 
rico (assim como faz a lisozima de clara de ovo) atuam via um 
intermediário covalente glicosil-enzima. Os sítios ativos das as- 
sim denominadas (l-glicosidases mantenedoras da configuração 
assemelham-se, estruturalmente, à lisozima de ovo. Além disso, 
não existem evidências diretas indicando a existência de um íon 
oxônio de longa vida no sítio ativo de qualquer uma das p-gli- 
cosidases mantenedoras da configuração, incluindo a lisozima 
de clara de ovo (o tempo de vida de um íon oxônio glicosil, na 
água, é de —10” 12 s, um período apenas levemente maior do 
que a vibração de uma ligação química). Consequentemente, 
há uma suspeita crescente de que a reação catalisada pela liso- 
zima de ovo também ocorre por um intermediário covalente, 
entre o carbono anomérico (Cl) do anel D e o grupo carboxí- 
lico da cadeia lateral do Asp 52, formando uma ligação éster 
(como a gerada na Etapa 3 da Fig. 15.12). Supõe-se que esse in- 
termediário reaj a com H 2 0, no que, essencialmente, é o inverso 
da reação que leva à sua formação, produzindo assim o segun- 
do produto da reação (Etapas 4 e 5 da Fig. 15.14). Propõe-se 
que nesse mecanismo de duplo deslocamento, o íon oxônio sej a 
o estado de transição no caminho da formação do intermediá- 
rio covalente e não o próprio intermediário como estabelecido 
pelo mecanismo original de Phillips. 

Se, de fato, a lisozima de ovo segue o mecanismo descri- 
to na Fig. 15.14, a razão pela qual esse intermediário cova- 
lente não foi observado é que a velocidade do seu desapare- 
cimento é muito mais rápida do que a da sua formação. Para 
que esse intermediário possa ser observado de forma experi- 
mental, a velocidade de sua formação deve ser significativa- 
mente maior do que a velocidade de desaparecimento. Para 
observar isso, Stephen Withers aproveitou três fenômenos. 
Primeiro, se, como postulado, a reação segue por um estado 
de transição de íon oxônio, todas as etapas que envolvem a 
sua formação deveriam ter a velocidade diminuída pelo efei- 
to de remoção de elétrons pela substituição, no C2 do anel 
D, por um átomo de F (o elemento mais eletronegativo). 
Segundo, a mutação de Glu 35 para Gin (E35Q) remove o 
acidobásico geral que catalisa a reação, retardando mais ain- 
da todas as etapas que envolvam um estado de transição oxô- 
nio. Terceiro, a substituição, no Cl do anel D, por mais um 
átomo de F acelera a formação do intermediário, pois esse 
F é um bom grupo de saída. Como consequência dessas três 
modificações simultâneas, haveria um aumento na formação 
do intermediário covalente proposto, em relação a seu desa- 
parecimento, que passa a se acumular. Assim, Withers incu- 


bou lisozima E35Q com NAG-fl(l— >4)-2-desoxi-2-fluoro-p- 
fluoro-fJ-D-glicopiranosil fluoreto (NAG2FGlcF): 



NAG2FGlcF 

Análise por espectrometria de massa por ionização por ele- 
troaspersão (EM-IES; Seção 7.1J) dessa mistura de reação 
revelou um pico muito definido em 14.683 D, compatível com 
a formação do intermediário covalente proposto, mas não 
mostrou nenhum pico significativo na ou perto da massa mo- 
lecular da enzima mutante (14.314 D) 



FiGURA 15.16 O intermediário covalente da lisozima da clara 
de ovo de galinha. Os anéis C e D do substrato e o Asp 52 da en- 
zima estão mostrados pela sobreposição das estruturas por raios 
X do complexo covalente formado pela reação da lisozima E35Q 
com NAG2FGlcF (C em verde, N em azul, O em vermelho e F 
em magenta) e do complexo não covalente da lisozima tipo sel- 
vagem com NAM— NAG -NAM (C em amarelo, N em azul e O 
em vermelho). Observar que a ligação covalente entre o Asp 52 
e o Cldo anel D se forma quando, no complexo não covalente, 
o anel D relaxa, passando da conformação distorcida de meia- 
-cadeira para a conformação não distorcida de cadeira e que a 
cadeia lateral do Asp 52 sofre uma rotação de —45° ao redor da 
ligação C , — C p . (Com base nas estruturas por raios X determi- 
nadas por David Vocadlo e Stephen Withers, University of Bri- 
tish Columbia, Vancouver, Canadá, e Michael James, University 
of Alberta, Edmonton, Canadá. PDBids 1H6M e 9LYZ.) 
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A estrutura por raios X desse complexo covalente revela, 
sem dúvida alguma, a ligação covalente de ~ 1 ,4 Á esperada 
entre o Cl do anel D do NAG e o O da carboxila da cadeia 
lateral do Asp 52 (Fig. 15.16). Esse anel do NAG adota uma 
conformação de cadeira não distorcida, indicando que ele é 
um intermediário da reação e não uma aproximação do esta- 
do de transição. A superposição da estrutura desse complexo 
covalente com a do complexo NAM- NAG- NAM descrito 
anteriormente e com a lisozima de ovo tipo selvagem reve- 
la como é que essa ligação covalente é formada (Fig. 15.15). 
A diminuição da distância entre o Cl do anel D da NAG e 
o O do Asp 52 no complexo NAM— NAG— NAM de 3,2 Â 
para —1,4 A no complexo covalente é quase totalmente uma 
consequência do relaxamento do anel D da conformação de 
meia-cadeira para cadeira, combinada com uma rotação de 
—45° da cadeia lateral do Asp 52 ao redor da ligação C a — C^, 
sendo que as posições dos átomos 04 e 06 do anel D perma- 
necem essencialmente as mesmas. Portanto, mais de 35 anos 
depois de sua formulação, foi mostrado que o mecanismo de 
Phillips deve ser alterado de modo a considerar a formação 
transitória desse éster intermediário covalente glicosil-enzima 
(catálise covalente). É importante não esquecer que, para for- 
mar essa ligação covalente, o anel D deve passar por um esta- 
do de transição do tipo oxônio, necessitando assumir transi- 
toriamente uma conformação de meia-cadeira. 

3 SERINO-PROTEASES 

O próximo exemplo de mecanismo de reação enzimática é 
o de um variado grupo de enzimas proteolíticas conhecido 
como serino-proteases (Tabela 15.4). Essas enzimas recebe- 
ram essa denominação por terem um mecanismo catalítico 
comum caracterizado pela existência de um resíduo de Ser 
muito reativo, essencial para a atividade enzimática. As se- 
rino-proteases constituem a família de enzimas mais ampla- 
mente conhecida, pois foram extensivamente estudadas por 
mais de 60 anos por meio de técnicas cinéticas, químicas, físi- 
cas e genéticas. Nesta seção, serão estudadas principalmente 
as serino-proteases melhor caracterizadas, quimotripsina, 
tripsina e elastase. Será também visto como é que essas três 


enzimas, que são sintetizadas em forma inativa, são fisiologi- 
camente ativadas. 

A. Cinética e grupos catalíticos 

A quimotripsina, a tripsina e a elastase são enzimas digesti- 
vas que são sintetizadas pelas células dos ácinos do pâncreas 
(Fig. 1.10 c) e secretadas, pelo dueto pancreático, no duode- 
no (a alça superior do intestino delgado). Essas três enzimas 
catalisam a hidrólise de ligações peptídicas (amida), mas 
com diferentes especificidades para as cadeias laterais dos 
resíduos de aminoácidos que flanqueiam a ligação peptídi- 
ca suscetível de ser rompida (observar que a quimotripsina é 
específica para resíduos hidrofóbicos volumosos precedendo 
a ligação suscetível, a tripsina é específica para resíduos car- 
regados positivamente e a elastase é específica para resídu- 
os neutros pequenos; Tabela 7.2). Em conjunto elas formam 
uma equipe digestiva muito poderosa. 

a. A hidrólise de ésteres tomada como um modelo cinético 
O fato de que a quimotripsina age como esterase tão bem 
quanto como protease não surpreende porque os mecanismos 
químicos da hidrólise de ésteres e de amidas são praticamente 
idênticos. O estudo da atividade esterásica da quimotripsina 
levou ao conhecimento aprofundado do mecanismo catalítico 
dessa enzima. Dados cinéticos obtidos por Brian Hartley sobre 
a hidrólise de p-nitrofenilacetato catalisada por quimotripsina 
indicaram que a reação ocorre em duas fases (Fig. 15.17). 

O 

ch 3 — c — o — — no 2 

p-Nitrofenilacetato 

^-H 2 0 

Quimotripsina 

♦ 2H + 

O 

li 

CH 3 — C — 0 — + “O 7 — NO 9 

Acetato p-Nitrofenolato 


TABELA 15.4 Seleção de algumas serino-proteases 


Enzima 

Fonte 

Função 

Tripsina 

Pâncreas 

Digestão de proteínas 

Quimotripsina 

Pâncreas 

Digestão de proteínas 

Elastase 

Pâncreas 

Digestão de proteínas 

Trombina 

Soro de vertebrados 

Coagulação 

Plasmina 

Soro de vertebrados 

Dissolução de coágulo sanguíneo 

Calicreína 

Sangue e tecidos 

Controle do fluxo sanguíneo 

Complemento Cl 

Soro 

Lise de células na resposta imunológica 

Protease do acrossomo 

Acrossomo do espermatozóide 

Penetração no óvulo 

Protease do lisossomo 

Células animais 

Renovação de proteínas celulares 

Casulase 

Larva da mariposa 

Dissolução do casulo após a metamorfose 

Protease ot-lítica 

Lysobacter enzymogenes 

Possivelmente digestão 

Proteases A e B 

Streptomyces gris eus 

Possivelmente digestão 

Subtilisina 

Bacillus subtilis 

Possivelmente digestão 


Fonte : Stroud, R.M. 5 ScL Am . 231 (1), 86 (1974)* 
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FIGURA 15.17 Cinética da hidrólise de p-nitrofenilaeetato catalisada por quimotripsina em duas concentrações. A enzima liga- 
-se rapidamente ao substrato e libera o primeiro produto (íon p-nitrofenolato), mas o segundo produto (íon acetato) é liberado 
mais lentamente. Consequentemente, a velocidade da geração de p-nitrofenolato inicia-se rapidamente (fase explosiva), mas dimi- 
nui à medida que o complexo acil -enzima acumula-se até a velocidade da geração do p-nitrofenolato aproximar-se da velocidade 
da liberação do acetato (estado estacionário). A extrapolação da curva do estado estacionário para o tempo zero ( linhas tracejadas ) 
indica a concentração de enzima ativa. (Segundo Hartley, B.S., e Kilby, B.A., Biochem. J. 56, 294 [1954].) 


1. “Fase explosiva”: o íon p-nitrofenolato, fortemeníe colo- 
rido, é formado rapidamente em quantidades estequiométri- 
cas à quantidade de enzima presente. 

2. “Fase de equilíbrio estacionário”: o p-nitrofenolato é 
formado a uma velocidade menor, mas constante, que inde- 
pende da concentração do substrato. 

Essas observações foram interpretadas como uma sequ- 
ência de reações em dois estágios na qual a enzima (1) reage 
rapidamente com p-nitrofenilacetato e libera o íon p-nitro- 
fenolato, formando um intermediário covalente acil-enzima 
que (2) é lentamente hidrolisado, liberando acetato: 
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H // \ 
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p-Nitrofenilacetato Quimotripsina 
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p-Nitrofenolato 
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Evidentemente, a quimotripsina segue um mecanismo 
de Pingue-pongue Bi Bi (Seção 14.5A). Foi mostrado que a 
hidrólise de amidas catalisada por quimotripsina segue um 
caminho de reação semelhante ao da hidrólise de ésteres. 


Contudo, a etapa que determina a velocidade é a primeira 
etapa da reação, a etapa de acilação da enzima, e não de 
desacilação. 

b. Identificação dos resíduos catalíticos 
Os grupos cataliticamente importantes da quimotripsina fo- 
ram identificados pelos estudos de marcação química descri- 
tos a seguir. 

Ser 195. Um teste para o diagnóstico da presença de Ser ati- 
va nas serino-proteases é a reação com di-isopropilfosfofluo- 
ridato (DIPF): 


CH(CH 3 ) 2 

o 

(Ser ativa) — CH 3 OH + F— P = 0 

O 

CH(CH 3 ) 2 

Di - i s opropilf o sf o- 
fíuoridato (DIPF) 

1 r 

CH(CH 3 ) 2 

o 

(Ser ativa) — CH 2 — 0~ P=G + HF 

0 

1 

CH(CH 3 ) 2 


DIP-Enzima 

que inativa irreversivelmente a enzima. Outros resíduos de 
Ser, inclusive aqueles presentes na mesma proteína, não 
reagem com DIPF. O DIPF reage apenas com a Ser 195 da 
quimotripsina, demonstrando que este é o resíduo de Ser 
ativo. 


Bioquímica 527 


O uso de DIPF como agente inativante da enzima veio da 
descoberta de que compostos organofosforados, como o DIPF, 
são venenos potentes para os nervos. A neurotoxicidade do 
DIPF advém da sua capacidade de inativar a acetilcolinestera- 
se, uma serino-esterase que catalisa a hidrólise da acetilcolina: 

o 

(CH 3 ) 3 N— ch 2 — ch 2 — o— c— ch 3 + h 2 o 

Acetilcolina 

Acetilcolinesterase 

T 

O 

+ * 

(CH 3 ) 3 N- ch 2 — ch 2 — oh + c — ch 3 

Colina O 


A acetilcolina é um neurotransmissor: ela transmite um im- 
pulso nervoso através das sinapses (junções) entre certos 
tipos de células nervosas (Seções 12.4Da e 20.5Cb). A inati- 
vação da acetilcolinesterase evita a hidrólise da acetilcolina 
(que ocorreria rapidamente) liberada pelo impulso nervo- 
so, interferindo assim com a sequência regular de impulsos 
nervosos. O DIPF tem uma toxicidade tão alta para o ser 
humano que foi usado militarmente como arma química. 
Compostos relacionados, como o paration e o malation, 




o— CH,CH 
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são úteis como inseticidas, pois são mais tóxicos para insetos 
do que para mamíferos. 

His 57. Um segundo resíduo cataliticamente importante foi 
descoberto por meio de marcação por afinidade. Nesta técni- 
ca, um análogo do substrato carregando um grupo reativo es- 
pecífico liga-se no sítio ativo da enzima, onde reage forman- 
do uma ligação covalente estável com um grupo suscetível 
vizinho (por isso, esses análogos de substrato reativos foram 
denominados “cavalos de Troia” da bioquímica). Os grupos 
marcados por afinidade podem então ser identificados por 
mapas peptídicos (Seção 7.1J). A quimotripsina liga especi- 
ficamente tosil-L-fenilalanina-clorometilcetona (TPCK, de 
tosyl-L-phenylalanine chloromethyl ketone). 



Quimotripsina 



R 


His 57 TPCK 


Quimotripsina 

1 

CH* 

— N 

N 

CH 2 

c=o 





FIGURA 15.18 Reação de TPCK com quimotripsina na alqui- 
lação da His 57. 


devido a sua semelhança com o resíduo de Phe (um dos re- 
síduos preferidos da quimotripsina; Tabela 7.2). O grupo 
clorometilcetona da TPCK ligado ao sítio ativo é um agente 
alquilante forte. Ele reage com a His 57 (Fig. 15.18) e por isso 
inativa a enzima. A reação com TPCK é inibida por fl-fenil- 
propionato, 




p-Fenilpropionato 


um inibidor competitivo da quimotripsina que, supostamen- 
te, compete com a TPCK pelo sítio ativo da enzima. Além 
disso, a reação com TPCK não ocorre em presença de ureia 
8 M, um reagente desnaturante, ou com DlP-quimotripsina, 
no qual o sítio ativo está bloqueado. Essas observações de- 
monstraram que a His 57 é um resíduo essencial do sítio ativo 
da quimotripsina. 

B. Estruturas por raios X 

A quimotripsina bovina, a tripsina bovina e a elastase suína 
são notavelmente homólogas. As estruturas primárias dessas 
enzimas monoméricas de —240 resíduos de aminoácidos são 
40% idênticas e as suas sequências internas são ainda mais 
parecidas (comparativamente, as cadeias a e p da hemoglo- 
bina humana têm uma identidade de sequência de 44%). 
Além disso, todas essas enzimas têm uma Ser ativa e uma His 
cataliticamente essencial, bem como mecanismos cinéticos se- 
melhantes. Portanto, não houve surpresa quando as estrutu- 
ras por raios X provaram que elas são muito relacionadas. 

Para que suas estruturas pudessem ser comparadas de 
uma maneira mais conveniente, o mesmo esquema de nume- 
ração dos resíduos de aminoácidos foi estabelecido para as 
três enzimas. A quimotripsina bovina é sintetizada como um 
precursor inativo de 245 resíduos de aminoácidos, denomina- 
do quimotripsinogênio, que é convertido em quimotripsina 
por proteólise (Seção 15.3Ea). Assim, a numeração dos resí- 
duos de aminoácidos na quimotripsina, tripsina e elastase é a 
mesma para os resíduos correspondentes do quimotripsino- 
gênio bovino. 

A estrutura por raios X da quimotripsina bovina foi 
elucidada em 1967 por David Blow e foi seguida pela de- 
terminação das estruturas da tripsina bovina (Fig. 15.19), 
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F IGURA 15.19 Estrutura por raios X da tripsina bovina em complexo covalente com o inibidor leupeptina. A proteína é visuali- 
zada olhando de de cima do barril (3 que está representado por sua superfície molecular (transparente) com a cadeia peptídica na 
forma de fita colorida em arco-íris a partir do N-terminal (azul) para o C-terminal ( vermelho ) e com a alça LI (resíduos 185-188) 
em azul -esverdeado, a alça L2 (resíduos 221-225) em roxo, Tyr 172 e Gly 216 em roxo. As cadeias laterais da tríade catalítica (Ser 
195, His 57 e Asp 102) e Asp 189 estão desenhadas na forma de esferas e bastões e coloridas de acordo com o átomo (C em verde, 
N em azul, O em vermelho). A leupeptina (acetil-Leu-Leu-Arg com o grupo carboxílico carboxiterminal substituído por 2CHO) 
está desenhada na forma de bastão (C em ciano, N em azul, O em vermelho) com a cadeia lateral da Arg ocupando o bolsão de 
especificidade da enzima (rede em magenta). (Com base na estrutrua de raios X de Daniel Koshland Jr., University of Califórnia, 
Berkeíey, EUA. PDBid 2AGL). 4Rs Ver Exercício de cineimagem 10.1 
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Tríade catalítica 


Gly 1 93 



HGURA 15.20 Resíduos do sítio ativo da tripsina. Os resíduos estão representados na forma de esferas e bastões (C em verde, 
N em azul e O em verde) e visto de maneira similar à mostrada na Fig. 15.19. A tríade catalítica consiste em Ser 195, His 57 e Asp 
102. (Com base em uma estrutura por raios X obtida por Daniel Koshland Jr., University of Califórnia at Berkeley, EUA. PDBid 
2AGI.) 


feita por Robert Stroud e Richard Dickerson, e da elasta- 
se suína, realizada por David Shotfon e Herman Watson. 
Cada uma dessas proteínas dobra-se em dois domínios es- 
truturalmente similares, cada um deles com extensas re- 
giões de folhas p antiparalelas organizadas em forma de 


Ligação suscetíve 

«vK 


Phe 


Gly 

226 




\\ 



Ser 189 

Quimotripsina 



Ligação 


Ala 


Vai 226 


Elastase 



Tripsina 


barril p, mas contendo poucas hélices. A Ser 195 e a His 
57 essenciais localizam-se em uma fenda entre os barris J3, 
assim como o Asp 102 (presente em todas as serino-pro- 
teases ), que está mergulhado em um bolsão inacessível ao 
solvente. Esses três resíduos formam uma plêiade unida por 
ligações de hidrogênio que é conhecida como tríade catalí- 
tica (Figs. 15.19 e 15.20). 

a. As bases estruturais da especificidade para o substrato 
podem ser extremamente complexas 

As estruturas por raios X das três enzimas citadas anterior- 
mente indicam os fundamentos das diferenças que elas têm 
na especificidade para os respectivos substratos (Fig. 15.21): 

L Na quimotripsina, a cadeia lateral aromática volumosa 
dos resíduos preferidos (Phe, Trp ou Tyr), que contribui com 
o grupo carbonila da ligação peptídica suscetível de ser hi- 
drolisada (Tabela 7.2), encaixa-se perfeitamente em um bol- 
são hidrofóbico semelhante a uma fenda, o bolsão de especi- 
ficidade, que se localiza próximo aos grupos catalíticos (Fig. 
15.19). 

2. Na tripsina, o resíduo correspondente à Ser 189 da qui- 
motripsina, que localiza-se no fundo do bolsão de especifi- 
cidade, é Asp, um resíduo aniônico (Fig. 15.19). As cadeias 
laterais catiônicas dos resíduos preferidos pela tripsina, Arg 

FIGURA 5.21 Bolsões de especificidade de três serino-pro- 
teases. As cadeias laterais dos resíduos-chave que determinam 
o tamanho e a natureza do bolsão de especificidade estão mos- 
tradas junto com um substrato representativo de cada uma das 
enzimas. A quimotripsina prefere clivar ligações peptídicas que 
seguem cadeias laterais hidrofóbicas grandes; a tripsina prefe- 
re Lys ou Arg e a elastase prefere Ala, Gly ou Vai (Segundo 
diagrama em Branden, C. e Tooze, J., Introduction to Protein 
Structure (2nd ed.), Garland Publishibng, página 123 (1999).) 
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e Lys, podem formar um par iônico com esse resíduo de Asp. 
O restante do bolsão de especificidade da quimotripsina se 
mantém preservado na tripsina, de modo que ele pode aco- 
modar as cadeias laterais de Arg ou de Lys. 

3. A elastase recebeu esse nome porque ela hidrolisa ra- 
pidamente a elastina, uma proteína do tecido conectivo, 
rica em Ala, Gly e Vai, com propriedades elásticas seme- 
lhantes às da borracha que, não fosse essa enzima, seria 
praticamente indigerível. O bolsão de especificidade da 
elastase está muito fechado pelas cadeias laterais de resí- 
duos de Vai e de Thr, que substituem as duas Gly que re- 
vestem tanto o bolsão da quimotripsina como o da tripsina. 
Consequentemente, a elastase, cujo bolsão de especificida- 
de pode ser descrito de forma mais apropriada como uma 
depressão, cliva especificamente ligações peptídicas após 
resíduos de aminoácidos pequenos e neutros, especialmen- 
te Ala. A quimotripsina e a tripsina, ao contrário, hidroli- 
sam essas ligações peptídicas com extrema lentidão, pois 
esses substratos pequenos não podem ser suficientemente 
imobilizados na superfície da enzima para que ocorra uma 
catálise eficiente (Seção 15. 1E). 

Portanto, a tripsina catalisa a hidrólise de substratos 
peptidil-amidas com resíduos de Arg ou de Lys anteceden- 
do a ligação suscetível com uma eficiência, medida na forma 
de k c JK M (Seção 14.2Ba), que é 10 6 vezes maior do que a 
eficiência da hidrólise de um substrato equivalente conten- 
do Phe. A quimotripsina, por outro lado, catalisa a hidróli- 
se de substratos após resíduos de Phe, Trp e Tyr com uma 
eficiência 10 4 vezes maior do que substratos equivalentes 
contendo Lys. 

Apesar da discussão anterior, a modificação da tripsina 
por mutação de Asp 189 — > Ser (D189S), feita por William 
Rutter, não mudou a especificidade da tripsina para a es- 
pecificidade característica da quimotripsina, mas levou a 
uma protease fraca e não específica. Além disso, mesmo a 
substituição dos outros três resíduos do bolsão de especifi- 
cidade da tripsina pelos da quimotripsina não produziu uma 
melhora na enzima. Entretanto, a tripsina é convertida em 
uma enzima parecida com a quimotripsina quando, além das 
mudanças anteriores (coletivamente denominada de SI ), as 
duas alças da superfície que ligam as paredes do bolsão de 
especificidade (Fig. 15.19), LI (resíduos 185-188) e L2 (resí- 
duos 221-225), são substituídas pelas alças da quimotripsina 
(denominadas Tr— >Ch[Sl+ LI + L2]). Embora essa enzi- 
ma mutante ainda tenha uma baixa afinidade de ligação ao 
substrato, K s , a mutação adicional Y172W em uma tercei- 
ra alça da superfície leva a uma enzima (Tr— »Ch[Sl + LI 
+ L2 + Y172W]) com uma eficiência catalítica que é 15% 
da eficiência catalítica da quimotripsina. Curiosamente, es- 
sas alças, cujas sequências estão amplamente conservadas 
em cada uma das enzimas, não são componentes estruturais 
de nenhum dos bolsões de especificidade ou dos extensos sí- 
tios de ligação ao substrato da quimotripsina ou da tripsina 
(Fig. 15.19). 

Comparações cuidadosas realizadas por Charles Craik 
e Robert Fletterick das estruturas por raios X da quimotrip- 
sina e da tripsina com as estruturas, muito semelhantes, da 
Tr— >Ch[Sl+ LI + L2] e Tr->Ch[Sl + LI + L2 + Y172W] 
complexadas com clorometilcetonas inibidoras contendo Phe 


elucidaram as bases estruturais da especificidade pelo subs- 
trato da tripsina e da quimotripsina. Nas serino-proteases, 
uma catálise eficiente necessita que o sítio ativo da enzima 
esteja estruturalmente intacto e que a ligação suscetível de 
hidrólise do substrato fique posicionada de forma apropriada 
em relação à tríade catalítica e a outros componentes do sítio 
ativo (ver a seguir). As mudanças feitas por mutação descritas 
anteriormente não afetam a estrutura da tríade catalítica ou 
de porções do sítio ativo que ligam o grupo de saída do subs- 
trato (o segmento do lado C-terminal da ligação suscetível). 
Entretanto, a conformação da cadeia principal do resíduo de 
Gly 216 conservado (que forma duas ligações de hidrogênio 
com o esqueleto de carbono do terceiro resíduo do substrato 
antes da ligação suscetível em um arranjo de folhas jà antipa- 
ralelas dobradas) é diferente na tripsina e na quimotripsina, e 
apresenta uma estrutura semelhante à quimotripsina em am- 
bas as proteínas híbridas. Evidentemente, caso a Gly 216 ado- 
te uma conformação semelhante à da tripsina, a ligação susce- 
tível nos substratos contendo Phe fica mal orientada para que 
possa haver uma catálise eficiente. Assim, mesmo que a Gly 
216 seja conservada tanto na tripsina como na quimotripsina, 
as diferenças estruturais entre as alças L2 das duas enzimas as 
mantêm em conformações diferentes. 

A alça LI , que interage com L2 tanto na tripsina como 
na quimotripsina, está muito desordenada na estrutura por 
raios X da TrCh[Sl + LI + L2]. A modelagem da alça LI 
semelhante à da tripsina para Tr— >Ch[Sl + LI + L2] acar- 
reta em um conflito estérico drástico com a alça L2 seme- 
lhante à da quimotripsina. Portanto, a exigência de uma alça 
LI semelhante à da quimotripsina para a eficiência catalítica 
da Tr— »Ch[Sl + LI + L2] parece originar-se da necessidade 
de permitir que L2 adote uma conformação semelhante à da 
quimotripsina. 

A cadeia lateral do resíduo 172 extende-se sobre a base 
do bolsão de especificidade. A melhora na afinidade da liga- 
ção ao substrato daTr— »Ch [SI + LI + L2 + Y172W] em re- 
lação à Tr— »Ch [SI + LI + L2] provém de rearranjos estru- 
turais nessa região da enzima que são provocados pelo maior 
volume e por diferenças nas ligações de hidrogênio do Trp 
em relação à Tyr. Essas mudanças parecem aumentar tanto a 
estabilidade estrutural dos resíduos que formam o bolsão de 
especificidade como a especificidade por substratos caracte- 
rísticos da quimotripsina. Esses resultados, portanto, trazem 
uma advertência importante para os que fazem engenharia 
genética: as enzimas são tão extraordinariamente adaptadas 
às suas junções que em geral respondem a remendos mutagê- 
nicos de maneiras inesperadas. 

b. Relações evolutivas entre as serino-proteases 
Foi visto que as homologias nas sequências e estruturas que 
existem entre as proteínas mostram as suas relações evo- 
lutivas (Seções 7.3 e 9.6). A enorme semelhança entre qui- 
motripsina, tripsina e elastase indicam que essas proteínas 
evoluíram pela duplicação do gene de uma serino-protease 
ancestral, seguida da evolução divergente das enzimas resul- 
tantes ( Seção 7.3C). 

Serino-proteases de diversas fontes fornecem mais cla- 
reza sobre as relações evolutivas entre as serino-proteases. 
A protease A de Streptomyces griseus é uma serino-protease 
bacteriana com a mesma especificidade da quimotripsina, 
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com a qual mostra grande semelhança estrutural, embora 
tenha apenas —20% de identidade de sequência com serino- 
-proteases pancreáticas. Claramente, o gene primitivo da 
tripsina apareceu antes da divergência entre procariotos e 
eucariotos. 

São conhecidas três serino-proteases cujas estruturas pri- 
márias e terciárias não apresentam relação alguma entre si 
ou com a quimotripsina, mas que, todavia, possuem tríades 
catalíticas nos seus sítios ativos semelhantes à tríade da qui- 
motripsina: 

1. Subtilisina, uma endopeptidase que, originalmente, foi 
isolada de Bacillus subtilis. 

2. Serino-carboxipeptidase II de gérmen de trigo, uma exo- 
peptidase cuj a estrutura é surpreendentemente semelhante à 
da carboxipeptidase A (Fig. 8.19a), embora esta última tenha 
um mecanismo catalítico completamente diferente do meca- 
nismo das serino-proteases (ver Problema 3). 

3. ClpP de E. coli, que age na degradação de proteínas ce- 
lulares (Seção 32.6B). 

Uma vez que a ordem dos resíduos na sequência de 
aminoácidos correspondendo ao sítio ativo é muito diferen- 
te nos quatro tipos de serino-proteases (Fig. 15.22) parece 
altamente improvável que elas possam ter evoluído de uma 
serino-protease antecessora comum. Aparentemente, essas 
proteínas são um notável exemplo de evolução convergen- 
te. Parece que a natureza descobriu o mesmo mecanismo 
catalítico de maneira independente ao menos quatro vezes. 
(Ademais, a protease do citomegalo vírus humano, uma pro- 
teína essencial para a replicação do vírus, e que não apresen- 
ta semelhanças com as proteases anteriores, tem resíduos de 


Ser e His no sítio ativo com posições relativas semelhantes 
àquelas em outras serino-proteases, mas não possui um resí- 
duo de Asp no sítio ativo; aparentemente ela tem uma díade 
catalítica.) 

C. Mecanismo catalítico 

4)0' Ver Exploração guiada 12: 0 mecanismo catalítico das serino- 
-proteases A vasta homologia entre os sítios ativos das várias 
serino-proteases indica que todas elas possuem o mesmo 
mecanismo catalítico. Com base em um número considerá- 
vel de dados estruturais e químicos obtidos em vários labo- 
ratórios foi formulado o mecanismo descrito a seguir para as 
serino-proteases, mostrado aqui nos termos da quimotripsina 
(Fig. 15.23): 

1. Uma vez que a quimotripsina tenha ligado um subs- 
trato, formando um complexo de Michaelis, a Ser 195, na 
etapa que determina a velocidade da reação, faz um ata- 
que nucleofílico no grupo carbonila suscetível de hidrólise 
do peptídeo, formando um complexo conhecido como in- 
termediário tetraédrico (catálise co valente). Estudos por 
raios X indicam que a Ser 195 fica perfeitamente posicio- 
nada para fazer o ataque nucleofílico (efeitos de proximi- 
dade e de orientação). O anel imidazólico da His 57 recebe 
o próton que foi liberado, formando assim um íon imida- 
zólico (catálise básica geral). Esse processo é ajudado pelo 
efeito polarizador do íon carboxilato não solvatado do 
Asp 102, que está ligado por ligação de hidrogênio à His 
57 (catálise eletrostática, ver Seção 15.3Dd). Com efeito, a 
substituição, por mutação, do Asp 102 da tripsina por Asn 
deixa o K M da enzima praticamente sem modificação em 
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FIGURA 15.22 Posições relativas dos resíduos do sítio ativo na subtilisina, na quimotripsina, na serino-carboxipeptidase II e na 
protease ClpP. O esqueleto peptídico formado por Ser 214, Trp 215 e Gly 216 na quimotripsina, e o equivalente na subtilisina, 
participam nas ligações de interação com o substrato. (Segundo Robertus, J.D., Alden, R.A., Birktoft, J.J., Kraut, J., Powers, J.C. e 
Wilcox, P.E., Biochemistry 11, 2449 [1972].) Ver Exercício de cineimagem 10.2 
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FIGURA 15.23 Mecanismo catalítico das serino-proteases. A reação envolve (1) o ataque nucleofílico da Ser do sítio ativo 
sobre o átomo de carbono da carbonila da ligação peptídica suscetível de hidrólise, formando um intermediário tetraédrico; 
(2) a decomposição do intermediário tetraédrico ao intermediário acil-enzima, pela catálise ácida geral pela His do sítio ativo 
polarizada pelo Asp, seguida da perda do produto amina e sua substituição por uma molécula de água; (3) o reverso da Etapa 
2, formando um segundo intermediário tetraédrico, e (4) o reverso da Etapa 1, formando o produto carboxila da reação e a 
enzima ativa. 


pH neutro, mas reduz o k c;ú a < 0,05% do valor do tipo 
selvagem. Estudos de difração de nêutrons demonstraram 
que o Aspl02 permanece como um íon carboxilato , ao in- 
vés de abstrair um próton do íon imidazólico para formar 


um grupo ácido carboxílico não carregado. O intermediá- 
rio tetraédrico tem uma existência bem-definida, embora 
transitória. Será visto que a maior parte do poder catalíti- 
co da quimotripsina provêm da sua ligação preferencial ao 





Bioquímica 


estado de transição, prendendo esse intermediário (catálise 
por ligação ao estado de transição ) . 

2. O intermediário tetraédrico decompõe-se para um in- 
termediário acil-enzima sob a força da doação do próton do 
N3 da His 57 (catálise ácida geral). O grupo de saída amino 
(R'NH 2 , a nova porção N-terminal da cadeia polipeptídica 
clivada) é liberado da enzima e substituído por água do sol- 
vente. 

3 e 4. O intermediário acil-enzima (que, na ausência de 
enzima, seria um composto estável) é desacilado rapida- 
mente pelo que, essencialmente, é o inverso das etapas an- 
teriores, liberando o produto carboxilato (a nova porção 
C-terminal da cadeia polipeptídica clivada) e regenerando a 
enzima ativa. Nesse processo, a água é o nucleófilo atacante 
e a Ser 195 é o grupo de saída. 

D. Testando o mecanismo catalítico 

A formulação do modelo anterior para a catálise por serino- 
-proteases incentivou um grande número de investigações 
para testar sua validade. Nesta seção, serão discutidos alguns 
dos estudos mais reveladores. 

a. 0 intermediário tetraédrico mimetiza o complexo da 
tripsina com o inibidor de tripsína 
Robert Huber, fazendo estudos por raios X com o comple- 
xo formado entre o inibidor de tripsina pancreático bovino 
(BPTT, de bovine pancreatic trypsin inhibitof), uma proteína 
com 58 resíduos de aminoácidos, e a tripsina, forneceu evi- 
dências estruturais convincentes da existência de um interme- 
diário tetraédrico. BPTI liga-se à tripsina e a inativa, evitando 
assim que qualquer molécula de tripsina que seja prema- 
turamente ativada no pâncreas faça a digestão desse órgão 
(Seção 15.3E). BPTI liga-se à região do sítio ativo da tripsina 
por meio de uma interface compacta, que é mantida por uma 
rede complexa de ligações de hidrogênio. A constante de as- 
sociação desse complexo (10 13 Aí -1 ), uma das mais elevadas 
entre as associações proteína-proteína conhecidas, acentua a 
importância fisiológica do BPTI. 

A parte do BPTI que mantém contato com o sítio ativo 
da tripsina assemelha-se a um substrato ligado. A cadeia la- 
teral da Lys 151 do BPTI (“I” diferencia os resíduos do BPTI 
dos resíduos de tripsina) ocupa o bolsão de especificidade da 
tripsina (Fig. 15.24a), e a ligação peptídica entre a Lys 151 e 
a Ala 161 fica posicionada como se fosse a ligação suscetível 
de hidrólise (Fig. 15.246). O mais notável dessa estrutura é 
que o complexo do sítio ativo adota uma conformação que 
acompanha a coordenada da reação na direção do intermedi- 
ário tetraédrico. No decorrer da reação, o oxigênio da cadeia 
lateral da Ser 195 (a Ser ativa) fica em contato com o carbono 
da carbonila, distorcido em uma estrutura piramidal, da liga- 
ção ", suscetível ” do BPTI, contato que é mais próximo do que 
os contatos de van der Waals (2,6 Â). Apesar desse contato 
muito próximo, a reação de proteólise, entretanto, não pode 
seguir além desse ponto na coordenada da reação por causa 
da rigidez do complexo do sítio ativo e porque ele fica tão 
selado que o grupo de saída não pode sair e a água não pode 
entrar no sítio ativo. 

Inibidores de proteases são muito comuns na nature- 
za e têm funções regulatórias e de proteção. Por exemplo, 
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FIGURA 15.24 Complexo tripsina- BPTI. (a) A estrutura 
por raios X mostra o desenho de um corte na superfície da 
enzima indicando como a tripsina ( vermelho ) liga-se ao BPTI 
(verde) . A protuberância verde que se estende na cavidade 
vermelha (perto do centro da figura) representa a cadeia 
lateral da Lys 151 do inibidor, que ocupa o bolsão de especi- 
ficidade da tripsina. Observe o perfeito encaixe entre as duas 
proteínas. (Cortesia de MichaelConnolly, New York Univer- 
sity, EUA.) (b) A Ser 195 da tripsina, a Ser ativa, mantém 
contatos com o carbono da carbonila suscetível de hidrólise 
do BPTI (que está distorcido piramidalmente em relação à 
Ser 195) mais próximos do que contatos de van der Waals. 
Aparentemente, a reação proteolítica estanca em algum ponto 
da coordenada de reação entre o complexo de Michaelis e o 
intermediário tetraédrico. 


certas plantas liberam inibidores de proteases em res- 
posta a picadas de insetos, provocando a morte do inseto 
por inanição devido à inativação das proteínas digestivas. 
Inibidores de proteases constituem cerca de 10% das quase 
200 proteínas presentes no soro sanguíneo. Por exemplo, 
o inibidor de proteinase-a^ que é secretado pelo fígado, 
inibe a elastase dos leucócitos (os leucócitos são um tipo 
de células da linhagem branca do sangue e já se sabe que a 
ação da elastase dos leucócitos faz parte do processo infla- 
matório). Variantes patológicos do inibidor de proteinase- 
-aj com atividade reduzida estão associados com enfisema 
pulmonar, uma doença degenerativa dos pulmões decor- 
rente da hidrólise de fibras elásticas. Fumantes também so- 
frem de redução da atividade do inibidor de proteinase-ct! 
devido à oxidação do resíduo de Met do sítio ativo. Depois 
de fumar, a atividade total desse inibidor só se recupera 
após várias horas. 
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b. As serino-proteases ligam-se preferencialmente ao estado 
de transição 

Comparações bem detalhadas das estruturas por raios X de 
vários complexos serino-protease-inibidor mostraram ainda 
uma outra base estrutural para a catálise por essas enzimas 
(Fig. 15.25) 

1. A distorção na conformação decorrente da formação 
de um intermediário tetraédrico faz o oxigênio da carbo- 
nila da ligação suscetível ocupar uma posição, o bolsão do 
oxiânion. 

2. Lá, há a formação de duas ligações de hidrogênio com 
a enzima que não podem se formar quando o grupo carbo- 
nila fica na sua conformação trigonal. Esses dois doadores 
enzimáticos de ligações de hidrogênio foram observados 
primeiramente por Joseph Kraut ocupando as posições cor- 
respondentes na quimotripsina e na subtilisina. Ele propôs a 
existência de um bolsão para oxiânion com base na premissa 
de que a evolução convergente fez com que os sítios ativos 
dessas enzimas não relacionadas fossem funcionalmente 
idênticos. 

3. Além disso, a distorção tetraédrica permite a formação 
de uma ligação de hidrogênio, que de outra maneira seria 
inviável, entre a enzima e o grupo NH do esqueleto do resí- 
duo de aminoácido anterior à Ügação suscetível do substrato. 
Consequentemente, a enzima liga o intermediário tetraédrico 
preferencialmente em relação tanto ao complexo de Michaelis 
como ao intermediário acil-enzima. 

Esse é o fenômeno responsável pela maior parte da efi- 
ciência catalítica das serino-proteases (ver a seguir). O mo- 
tivo pelo qual o DIPF é um inibidor tão efetivo das serino- 
-protases reside no fato de que o grupo fosfato tetraédrico 
torna esse composto um análogo ao estado de transição da 
enzima. 


(a) 

Bolsão do oxiânion 



c. O intermediário tetraédrico e o ataque de uma molécula de 
água sobre o Intermediário acil-enzima foram observados 
diretamente 

A maior parte das reações enzimáticas tem um ciclo rápido 
demais para que os seus estados intermediários possam ser 
estudados por estrutura obtida por difração de raios X ou 
por técnicas de RM. Consequentemente, grande parte do 
conhecimento que se tem sobre esses estados intermediários 
vem de estudos de complexos enzima-inibidor ou complexos 
com substratos nos quais as enzimas estão inativas. A rele- 
vância da estrutura desses complexos está sujeita a dúvidas 
exatamente porque eles são cataliticamente improdutivos. 

Esforçando-se para elucidar esta questão para o caso das 
serino-proteases, Janos Hajdu e Christopher Schofield procu- 
raram por complexos peptídeo-proteases que fossem estáveis 
em um pH no qual as proteases fossem inativas, mas que pu- 
dessem ser ativadas por mudança no pH. Para isso, eles pros- 
pectaram bibliotecas de peptídeos quanto à capacidade de li- 
gação à elastase pancreática suína em pH 3,5 (neste pH a His 
57 fica protonada e, portanto, incapaz de agir como uma base 
geral) usando técnica de EM-IES (Seção 7.1). Eles descobri- 
ram que o peptídeo YPFVEPI, heptapeptídeo corresponden- 
te a um segmento da proteína do leite humano (3 -caseína e que 
foi denominado BCM7, forma um complexo com a elastase 
cuja massa é compatível com a formação de uma ligação éster 
entre BCM7 e a enzima. Na presença de lí! OH 2 em pH 7,5 (pH 
em que a elastase é ativa), o 18 0 marcado foi incorporado tan- 
to no BCM7 como no complexo BCM7-elastase, demonstran- 
do assim que a reação do peptídeo com a elastase é reversível 
nesse pH. Estudos de fragmentação usando bombardeio de 
átomos em tandem com espectroscopia de massa (FAB -MS/ 
MS; Seção 7.11) revelaram posteriormente que o BCM7, que 
foi incubado com elastase na presença de 18 OH 2 em pH 7,5, in- 
corpora a marcação do ls O apenas no resíduo C-terminal (Ile). 


(b) 



FIGURA 15.25 Estabilização do estado de transição nas serino-proteases. (a) No complexo de Michaelis, o carbono trigonal 
da carbonila suscetível está conformacionalmente impedido de ligar-se ao bolsão do oxiânion (em cima à esquerda ). (b) No 
estado intermediário tetraédrico, o oxigênio da carbonila da ligação suscetível (o oxiânion), agora carregado negativamente, 
entra no bolsão do oxiânion, ligando-se por ligações de hidrogênio aos grupos NH da Gly 193 e da Ser 195. A consequente dis- 
torção conformacional permite que o grupo NH do resíduo que precede a ligação suscetível forme uma ligação de hidrogênio 
com a Gly 193, que seria impossível de outra maneira. Portanto, as serino-proteases preferencialmente ligam o intermediário 
tetraédrico. (Segundo Robertus, J.D., Kraut, J., Alden, R.A. e Birktoft, J.J., Biochemistry 11, 4302 [1972].) 

Ver Exercício de cineimagem 10.3 
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A estrutura obtida por raios X do complexo BCM7- 
elastase em pH 5,0 (Fig. 15.26 a) revelou que realmente o 
grupo carboxílico C-terminal do BCM7 forma uma ligação 
éster com a hidroxila da cadeia lateral da Ser 195 da elastase, 
formando o intermediário acil-enzima esperado. Além disso, 
esta estrutura por raios X revela a presença de uma molécula 
de água ligada ao complexo que parece posicionada para fa- 
zer um ataque nucleofflico na ligação éster (a distância dessa 
molécula de água ao átomo de carbono C-terminal do BCM7 
é de 3,1 À e o alinhamento entre eles é praticamente perpen- 
dicular ao plano do grupo acila). A His 57, que está ligada a 
essa molécula de água por ligação de hidrogênio é posiciona- 
da corretamente para receber um desses prótons, ativando-o 
para o ataque nucleofílico (catálise de base geral). O átomo 
de O da carbonila do grupo acila ocupa o bolsão do oxiânion 
de tal forma que permanece ligado por ligação de hidrogênio 
aos átomos de N da Ser 195 e da Gly 193. Isso está de acordo 
com medições espectroscópicas que indicam que o grupo car- 
bonila do intermediário acil-enzima realmente liga-se ao bol- 
são do oxiânion. Inicialmente, foi proposto que o bolsão do 
oxiânion atua apenas para estabilizar o estado de transição 
tetraédrico do oxiânion que está próximo do intermediário 
tetraédrico na reação de catálise. Agora, entretanto, pensa- 
-se que o bolsão do oxiânion também funciona polarizando o 
grupo carbonila do intermediário acil-enzima direcionando- 
-o para tornar-se um oxiânion (catálise eletrostática). 

Iniciou-se a reação de catálise em cristais do comple- 
xo BCM7-elastase transferindo-os para um tampão com 


pH 9,0. Depois de embebidos por 1 minuto nesse tampão, 
os cristais foram congelados em N 2 líquido (-196°C), in- 
terrompendo assim a reação enzimática (lembrar que os 
movimentos da proteína, que em conjunto são essenciais 
para a catálise, cessam em temperaturas tão baixas; Seção 
9.4a). A estrutura por raios X desse cristal congelado (Fig. 
15.26b) revela que o intermediário acil-enzima descrito an- 
teriormente foi convertido a um intermediário tetraédrico, 
cujo oxiânion, como seria de esperar, permanece ligado 
por ligação de hidrogênio aos átomos de N da Ser 195 e 
da Gly 193. A comparação da estrutura desse cristal com a 
estrutura do intermediário acil-enzima revela que os resí- 
duos do sítio ativo da enzima não sofrem mudança nas suas 
posições na conversão do intermediário acil-enzima para 
o intermediário tetraédrico. Entretanto, no momento em 
que o grupo acila planar trigonal transforma-se em oxiâ- 
nion tetraédrico, o substrato peptídico também deve fazê- 
-lo por necessidade estérica (comparar as Figs. 15.26 a e 
15.26b). Como resposta, vários dos resíduos da enzima que 
mantêm contato com o peptídeo, mas que estão distantes 
do sítio ativo, mudam suas posições (não está mostrado na 
Fig. 15.26). 

d. O papel da tríade catalítica: ligações de hidrogênio de 
baixa barreira 

Os primeiros estudos sobre o assunto postularam que a ca- 
deia lateral da His 57 é polarizada pelo Asp 102 e recebe um 
próton da Ser 195, convertendo assim seu grupo -CH 2 OH 



FIGURA 15.26 Estruturas por raios X da elastase pancreática suína complexada com o heptapeptídeo BCM7 (YPFVEPI). Os 

resíduos da elastase estão especificados pelo código de três letras, e os do BCM7 estão especificados pelo código de uma letra, (a) 
Complexo em pH 5. Os resíduos do sítio ativo da enzima e do heptapeptídeo (que têm os três resíduos N-terminais desordenados) 
estão representados na forma de esferas e bastões, com C da elastase em verde, C do BCM7 em dano, N em azul, O em vermelho, 
S em amarelo e a ligação entre o átomo de O da Ser 195 e o átomo de C C-terminal do BCM7 em lavanda. A molécula de água li- 
gada à enzima, que parece posicionar-se para um ataque nucleofílico ao átomo de C da carbonila da acil-enzima, está representada 
por uma esfera cor de laranja. As linhas dnza tracejadas representam as ligações de hidrogênio cataliticamente importantes, e a 
linha cinza pontilhada Índica a trajetória que a molécula de água seguiria, provavelmente, após um ataque nucleofílico ao átomo C 
do grupo acila da carbonila. (b) O complexo após ter sido submetido a pH 9 por 1 minuto e congelado rapidamente em nitrogênio 
líquido. Os vários grupos da estrutura estão representados e coloridos da mesma maneira que na Parte a. Observe que a molécula 
de água na Parte a toma-se uma substituinte hidroxila (cor de laranja ) do átomo de C da carbonila, produzindo um intermediário 
tetraédrico. (Com base nas estmturas por raios X determinadas por Christopher Schofield e Janos Hajdu, University of Oxford, 
Reino Unido. PDBids [a] 1HAX e [b] 1HAZ.) 
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de nucleofílico fraco em um íon alcóxido fortemente nucleo- 
fílico, “CH 2 0”: 



“Sistema de revezamento de cargas** 


Neste processo, considera-se que a carga aniônica do Asp 
102 é transferida, via mudança tautomérica da His 57, para 
a Ser 195. A tríade catalítica foi originalmente denomina- 
da sistema de revezamento de cargas. Entretanto, agora se 
sabe que um mecanismo desses não é plausível porque um 
íon alcóxido (pK > 15) tem uma maior afinidade por prótons 
do que a His 57 (pK ~ 7 ; determinação feita por técnicas de 
RM). Então, como é que, nucleofilicamente, o Asp 102 pode 
ativar a Ser 195? 

Uma das soluções possíveis para esse enigma foi dada 
por W.W. Cleland e Maurice Kreevoy e, de maneira inde- 
pendente, por John Gerlt e Paul Gassman. A transferência 
de prótons entre os grupos ligados por ligações de hidro- 
gênio (D-H-A) somente pode ocorrer a velocidades fi- 
siológicas razoáveis quando o p K do doador de próton não 
for mais que 2 ou 3 unidades de pH maior do que a forma 
protonada do aceptor de próton (a altura da barreira ciné- 
tica, AG*, para a protonação de um aceptor por um doador 
mais básico aumenta com o aumento na diferença entre os 
valores de p K do doador e do aceptor). Entretanto, quando 
o p K dos grupos doador (D) e aceptor (A) da ligação de hi- 
drogênio forem praticamente iguais, acaba a distinção entre 
eles. O átomo de hidrogênio torna-se mais ou menos igual- 
mente compartilhado entre eles (D...H...A). Normalmente, 
essas ligações de hidrogênio de baixa barreira (LHBB) são 
mais curtas e fortes do que outras ligações de hidrogênio 
(elas também são conhecidas como ligações de hidrogênio 
curtas e fortes). Estudos com compostos-modelo em fase 
gasosa indicaram que elas têm energia livre de associação 
tão alta quanto -40 a -80 kJ X mol 1 , contra —12 a —30 kJ 
X mol 1 para uma ligação de hidrogênio normal (a energia 
de uma ligação covalente normal D-H é classificada como 
ligação de hidrogênio de baixa barreira) e um comprimento 
de D... A < 2,55 A para O— H...O e < 2,65 À para N-H...O, 
contra 2,8 a 3,1 Â para ligações de hidrogênio normais. 

É muito improvável que existam LHBB em soluções 
aquosas diluídas, pois as moléculas de água, que são excelen- 
tes doadores e aceptores de prótons, competem de maneira 
eficiente com D - H e A pelos sítios de ligação de hidrogênio. 


Entretanto, LHBB podem existir em soluções não aquosas e 
nos sítios ativos das enzimas que excluem a água (solvente) . 
Se isso for verdade, uma “estratégia” enzimática eficiente se- 
ria converter uma ligação de hidrogênio fraca do complexo 
de Michaelis em uma ligação de hidrogênio forte no estado 
de transição, facilitando então a transferência de próton e 
usando a diferença de energia livre entre as ligações de hi- 
drogênio normais e de baixa barreira para ligar-se preferen- 
cialmente ao estado de transição. Efetivamente, como foi 
mostrado por Perry Frey, o espectro de RM do próton que 
liga a His 57 ao Asp 102 na quimotripsina (o qual apresenta 
um deslocamento químico particular indicativo de desprote- 
ção) é consistente com a formação de uma LHBB no estado 
de transição (Fig. 15.256; os valores de p K da protonação da 
His 57 e do Asp 102 são praticamente iguais no ambiente ani- 
dro do complexo do sítio ativo). Isso, supõe-se, promove a 
transferência de um próton da Ser 195 para a His 57, como 
ocorre no mecanismo de revezamento de cargas. Além disso, 
a estrutura da subtilisina de Bacillus lentus, determinada por 
Richard Bott usando raios X de grande resolução (0,78 À), 
revelou que a ligação de hidrogênio entre a His 64 e o Asp 
32 da tríade catalítica dessa enzima tem uma distância N...Ò 
surpreendentemente curta (2,62 ± 0,01 À). Assim o átomo 
de H está aproximadamente no centro da distância entre os 
átomos de N e de O (observar que essa estrutura obtida por 
raios X altamente precisa foi medida com segurança e é uma 
das poucas nas quais os átomos de H são observados em dis- 
tância D... A tão curta). 

Apesar dos vários estudos, como os descritos anterior- 
mente, revelarem que nos sítios ativos das enzimas existem 
ligações de hidrogênio extremamente curtas, é muito mais 
difícil demonstrar de forma experimental que elas são in- 
comumente fortes, como se supõe que sejam as LHBB. Na 
verdade, os vários estudos sobre a intensidade de ligações 
de hidrogênio incomumente curtas usando certos compostos 
orgânicos como modelo em soluções não aquosas sugerem 
que essas ligações não sejam fortes. Consequentemente, se- 
guiu-se um acalorado debate sobre o significado das LHBB. 
Assim, se as enzimas não formam LHBB, é preciso explicar 
como, nos vários mecanismos amplamente aceitos para ex- 
plicar o mecanismo das enzimas, a conjugação de um grupo 
básico e de um grupo ácido pode remover um próton de um 
grupo ainda mais básico. 

e. Grande parte da atividade catalítica das serino-proteases 
provém da ligação preferencial ao estado de transição 
Apesar do discutido anteriormente, o bloqueio da ação da 
tríade catalítica por meio da metilação específica da His 57, 
pelo tratamento da quimotripsina com sulfonato de metil- 
-p-nitrobenzeno, produz uma enzima que é um catalisador 
razoável. Ela aumenta a velocidade da proteólise por um fa- 
tor de cerca de 2 X 10 6 em relação à reação não catalisada, 
enquanto a enzima nativa tem um fator de aumento da velo- 
cidade de ~10 10 . De maneira semelhante, a mutação da Ser 
195, da His 57 ou mesmo de todos os três resíduos de amino- 
ácidos da tríade catalítica leva a uma enzima com velocidade 
da proteólise aumentada cerca de 5 X 10 4 vezes, em relação à 
reação não catalisada. Evidentemente, a tríade catalítica for- 
nece um nucleófilo, é uma fonte alternativa de prótons e es- 
conde prótons (catálise acidobãsica geral). Entretanto, uma 
grande parte do aumento de velocidade da quimotripsina deve 
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ser atribuída à sua ligação preferencial pelo estado intermedi- 
ário da reação catalisada . 

F. As enzimas têm um panorama de energia livre que 
facilita a catálise 

Como é que uma reação catalisada por enzimas atinge o es- 
tado de transição? Lembrando que, sob condições fisioló- 
gicas, as proteínas são entidades altamente dinâmicas com 
flutuações na estrutura com períodos da ordem de —10“ 15 s 
para variações nas ligações até 1 s ou mais para mudanças 
conformacionais provocadas (Seção 9.4). O tempo de reno- 
vação das reações enzimáticas, 1/K cat , é geralmente na faixa 
de 1 |xs a 1 s (Tabela 14.1), mas ainda assim a meia- vida do 
estado de transição é apenas cerca daquele da vibração da 
ligação (Seção 14.1Cb). Assim, mesmo para o caso de rea- 
ções com tempo de renovação tão pequeno como 1 |xs, cada 
átomo no complexo enzima-sbustrato sofre aproximadamen- 
te 10~ 6 /10~ 15 = 10 9 excursões vibr acionais entre cada reno- 
vação. Aparentemente, o estado de transição é um arranjo 
de substrato e grupos catalíticos que ocorre muito raramente 
devido à flutuação dos átomos que os compõem. 

As proteínas, como foi visto, são planejadas pela evo- 
lução para enovelarem-se nos seus estados nativos via uma 
série de ajustes conformacionais que seguem panorama de 
energia livre na forma de funil (Seção 9.1Ch). Inúmeros es- 
tudos estruturais, mutacionais e teóricos indicaram que os 
complexos enzima-substrato são da mesma forma planeja- 
dos evolutivamente para se rearranjarem estruturalmente 
por meio de mudanças progressivas de conformação que 
levam à formação do estado de transição. Isso explica, por 
exemplo, porque a mutação de um resíduo de aminoácido 
longe do sítio ativo que pareça não ter um papel estrutural 
importante pode, entretanto, diminuir significativamente a 
velocidade da reação catalisada pela enzima. Uma mutação 
desse tipo perturba em grande extensão a rede de ligações 
de hidrogênio e a rede de interações eletrostáticas de longo 
alcance de maneira tal que altera completamente o espectro 
dos movimentos cinéticos da enzima. Isso muda o panorama 
de energia livre da enzima de modo a reduzir a probabilida- 


de com que sej a atingido o estado de transição em um dado 
período de tempo. 

E. Zimogênios 

A maioria das enzimas proteolíticas é biossintetizada na for- 
ma de precursores maiores e inativos, denominados zimogê- 
nios (os precursores de enzimas, em geral, são conhecidos 
como pró-enzimas). No caso das enzimas digestivas, a razão 
disto é muito clara. Se essas enzimas fossem sintetizadas nas 
suas formas ativas, elas poderiam digerir os tecidos onde são 
sintetizadas. Realmente, a pancreatite aguda, uma doença 
dolorosa e até fatal, que pode ser precipitada por trauma no 
pâncreas, é caracterizada pela ativação prematura das enzi- 
mas digestivas sintetizadas nessa glândula. 

a. As serino-proteases são ativadas por autocatállse 

A tripsina, a quimotripsina e a elastase são ativadas segundo 
as seguintes etapas: 

Tripsina. A ativação do tripsinogênio, o zimogênio da tripsi- 
na, ocorre por um processo de dois estágios quando o tripsi- 
nogênio chega ao duodeno, vindo do pâncreas. A enteropep- 
tidase, uma serino-protease, que possui um único segmento 
transmembrana, localizada na mucosa do duodeno e que hi- 
drolisa especificamente a ligação peptídica Lys 15-Ile 16 do 
tripsinogênio, removendo o hexapeptídeo N-terminal (Fig. 
15.27). Isso produz uma enzima ativa, sendo que a Ile 16 é o 
aminoácido N-terminal. Uma vez que essa clivagem ativado- 
ra ocorre em um sítio sensível à tripsina (lembrar que a trip- 
sina cliva após resíduos de Arg e Lys), a pequena quantidade 
de tripsina produzida pela enteropeptidase também catalisa 
a ativação de tripsinogênio, gerando mais tripsina, etc. Isto é, 
a ativação do tripsinogênio é autocatalítica. 

Quimotripsina. O quimotripsinogênio é ativado pela cliva- 
gem tríptica específica da sua ligação peptídica Arg 15— Ile 
16, formando ir-quimotripsina (Fig. 15.28). A seguir, a , rr-qui- 
motripsina sofre autólise (autodigestão) para remover dois 
dipeptídeos, Ser 14-Arg 15 e Thr 147-Asn 148, produzindo 
a enzima também ativa a-quimotripsina (denominada ante- 
riormente e daqui para frente simplesmente quimotripsina) . 
O significado bioquímico desse último processo ainda é des- 
conhecido. 


+ 10 15 16 

H 3 N— Vai— (Asp) 4 — Lys — Ile — Vai 

Tripsinogênio 

Enteropeptidase 
ou tripsina 

H 3 N— Vai— (Asp) 4 — Lys + He — Vai 

Tripsina 

FIGURA 15.27 Ativação do tripsinogênio formando tripsi- 
na. A remoção proteolítica do hexapeptídeo é catalisada tanto 
pela enteropeptidase quanto pela tripsina. A numeração do 
resíduo de quimotripsinogênio usada é tal que Vai 10 é o real 
resíduo N-terminal do tripsinogênio e a Ile 16 o N-terminal da 
tripsina. 
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FIGURA 15.28 Ativação do quimotripsinogênio por divagem proteolítica. Tanto a ir- como a a-quimotripsina são enzimatica- 
mente ativas, tjfl, Ver Exercício de cineimagem 10.4 


Elastase. A pró- elastase, o zimogênio da elastase, é ati- 
vado de maneira semelhante ao tripsinogênio, isto é, por 
uma única clivagem tríptica que remove um polipeptídeo 
N -terminal-curto . 

b. “Estratégias” bioquímicas que evitam a ativação 
prematura de zimogênios 

A tripsina ativa as pró-carboxipeptidases A e B pancreá- 
ticas e a fosfolipase A 2 (a ação da fosfolipase A 2 está re- 
sumida na Seção 25.1), bem como também ativa as serino- 
-proteases pancreáticas. Como consequência da ativação 
prematura da tripsina, pode haver o disparo de uma série 
de eventos que levam à autodigestão do pâncreas. Por isso, 
a natureza desenvolveu um sistema elaborado de defesas 
contra essa ativação inapropriada da tripsina. Foi visto na 
Seção 15.3Da que o inibidor pancreático de tripsina essen- 
cialmente liga-se de maneira irreversível a qualquer molé- 
cula de tripsina formada no pâncreas, inativando-a. Além 
disso, a ativação do tripsinogênio catalisada pela tripsina 
(Fig. 15.27) ocorre de forma muito lenta, supostamente 
porque a grande carga negativa incomum do hexapeptí- 
deo N-terminal conservado durante a evolução repele o 
Asp no lado oposto do bolsão de especificidade da tripsina 
(Fig. 15.21). Por fim, os zimogênios pancreãticos são arma- 
zenados em vesículas intracelulares denominadas grânulos 
de zimogênios, que são envolvidos por membranas resis- 
tentes à degradação enzimática. 

c. Os sítios ativos dos zimogênios são distorcidos 

Por que os zimogênios da tripsina, quimotripsina e elas- 
tase são cataliticamente inativos se eles possuem todos os 
resíduos catalíticos? Comparações entre as estruturas por 
raios X do tripsinogênio com a da tripsina e do quimotrip- 
sinogênio com a da quimotripsina mostraram que, quando 
da ativação, o novo resíduo N-terminal (Ile 16) move-se da 
superfície da proteína para uma posição interna, onde o seu 


grupo amino catiônico livre forma um par iônico com o resí- 
duo aniônico invariante de Asp 194 (Fig. 15.20). À exceção 
dessa mudança, entretanto, as estruturas desses zimogênios 
parecem-se com as estruturas das enzimas ativas correspon- 
dentes. Surpreendentemente, essa semelhança inclui as tría- 
des catalíticas, observação que levou à descoberta de que es- 
ses zimogênios realmente são cataliticamente ativos, embora 
em nível muito baixo. Comparações cuidadosas das estrutu- 
ras das enzimas e dos zimogênios correspondentes revelaram 
o motivo da baixa atividade. Os bolsões de especificidade e 
o bolsão do oxiânion dos zimogênios estão formados inade- 
quadamente, de tal forma, por exemplo, que a amida do NH 
da Gly 193 do quimotripsinogênio aponta em uma direção in- 
correta para a formação de uma ligação de hidrogênio com o 
intermediário tetraédrico (ver Fig. 15.25). Então, a baixíssima 
atividade enzimática do zimogênio provém da sua pequena 
capacidade de ligar produtivamente um substrato e estabili- 
zar o intermediário tetraédrico. Essas observações fornece- 
ram evidências estruturais adicionais em favor do papel da 
ligação preferencial ao estado de transição no mecanismo 
catalítico das serino-proteases. 

4 DESENHO DE FARM ACOS 

A melhora nos cuidados médicos das últimas décadas, em 
grande parte, é atribuída ao desenvolvimento de uma enor- 
me variedade de fármacos, que eliminaram ou aliviaram 
muito várias doenças humanas. Estes medicamentos incluem 
antibióticos (que reduziram enormemente o impacto das 
doenças infecciosas), anti-inflamatórios (que reduziram os 
efeitos de doenças inflamatórias, como a artrite), analgési- 
cos e anestésicos (que possibilitaram as técnicas cirúrgicas 
modernas), agentes que reduzem a incidência e a gravidade 
das doenças cardiovasculares e de acidentes vasculares cere- 
brais, antidepressivos, antipsicó ticos, agentes que inibem a 
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secreção ácida do estômago (que evitam a úlcera estomacal 
e a azia), agentes que combatem alergias e asma, imunossu- 
pressores (que tornaram o transplante de órgãos possível), 
agentes usados na quimioterapia do câncer, e ainda várias 
outras substâncias. 

As primeiras sociedades humanas quase certamente 
reconheciam tanto os benefícios como os efeitos tóxicos de 
plantas nativas e de produtos animais e usaram muitos de- 
les como “medicamento”. Infelizmente, a maior parte des- 
sas substâncias era inútil ou mesmo nociva. Durante os 2.500 
anos anteriores à era moderna houve tentativas de formular 
sistemas racionais para a descoberta de fãrmacos, embora o 
sucesso tenha sido pequeno, pois tinham como base princi- 
palmente teorias sem fundamentos e/ou superstições (p. ex., 
a doutrina cuja característica principal dizia que se uma plan- 
ta tiver alguma semelhança com uma parte do corpo ela foi 
formada na natureza para influenciar essa parte do corpo), e 
não a observação e a experimentação. Consequentemente, 
no início do século XX, eram conhecidas apenas três fár- 
macos, além dos remédios do folclore, que eram eficazes no 
tratamento de doenças específicas: (1) a digitalis , um estimu- 
lante cardíaco extraído da planta conhecida como dedaleira 
púrpura (Seção 20.3Af), usada para tratar vários problemas 
cardíacos; (2) o quinino (Seção 26.4Ak), obtido da casca e 
das raízes da árvore Cinchona, usado para tratar a malária; e 
(3) o mercúrio usado no tratamento da sífilis (uma cura que 
em geral era pior do que a doença) . Somente muitas décadas 
depois do seu aparecimento, o método científico, acoplado a 
um rápido aumento no conhecimento da fisiologia, bioquí- 
mica e química, levou a métodos realmente efetivos para o 
descobrimento de fármacos. Efetivamente, a grande maioria 
dos fármacos usados hoje foi descoberta e desenvolvida nas 
últimas quatro décadas. 

Esta seção aborda os elementos usados para a descober- 
ta de fármacos e a farmacologia (do grego pharmacon, fár- 
maco a ciência das fármacos, incluindo composição, usos e 
efeitos). Ao final da seção, serão feitas considerações sobre 
um dos maiores sucessos dos métodos modernos de desco- 
berta de fármacos, os inibidores da protease do HIV. 

A. Técnicas para o descobrimento de fármacos 

A maioria dos fármacos age modificando a função de um 
determinado receptor no organismo ou de um patógeno in- 
vasor. Na maioria dos casos, o receptor é uma proteína à 
qual o fármaco liga-se especificamente. Pode ser uma enzi- 
ma, um canal transmembrana que transporta uma substân- 
cia específica para dentro ou para fora da célula (Capítulo 
20), e/ou uma proteína que participe de uma via de sinali- 
zação entre células ou intracelular (Capítulo 19). Em todos 
esses casos, uma substância que se ligue a um receptor mo- 
dulando sua atividade é conhecida como agonista, enquanto 
uma substância que se liga a um receptor sem afetar sua 
função, mas bloqueando a ligação de agonistas, é denomi- 
nada antagonista. Os efeitos bioquímicos e farmacológicos 
de um fármaco e dos seus mecanismos de ação são referidos 
como sua farmacodinâmica. 

a. O descobrimento de fármacos é um processo complexo 

Como se descobrem novas fármacos? Praticamente todos 
que estão em uso por mais de 15 anos foram descobertos 
fazendo-se a triagem de um grande número de compostos 


sintéticos e produtos naturais em função do efeito deseja- 
do. Os candidatos a fármaco que são produtos naturais são 
normalmente descobertos fracionando os organismos onde 
eles ocorrem, com frequência plantas usadas em remédios 
caseiros para a doença de interesse. Seres humanos que têm 
a doença para a qual se procura um tratamento não podem 
ser usados como modelo nos processos iniciais de triagem, 
e mesmo modelos ou outros animais de laboratório, como 
camundongos ou cães (caso sejam um modelo apropriado 
para a doença em questão) são demasiado caros para se- 
rem usados nos experimentos com os milhares de compos- 
tos que em geral são testados. Portanto, inicialmente usa-se 
triagem in vitro, como por exemplo a intensidade da liga- 
ção de um candidato a fármaco a uma enzima que esteja 
implicada na doença de interesse, a toxicidade para uma 
bactéria-alvo, no caso da procura de novos antibióticos, ou 
os efeitos sobre uma linhagem de células de mamíferos em 
cultura. Entretanto, à medida que o número de candidatos 
diminui, são empregados métodos mais sensíveis, como tes- 
tes em animais de laboratório. 

Um candidato a fármaco que apresente o efeito desej a- 
do é denominado de composto-molde. Um bom molde deve 
ligar-se ao receptor-alvo com uma constante de dissociação, 
X D ,<1 \xM. É necessária uma alta afinidade como esta para 
minimiz ar alguma ligação menos específica do fármaco a ou- 
tras macromoléculas do organismo e para assegurar o uso de 
doses baixas. No caso de inibidores de enzimas, a constante 
de dissociação é o K } ou K[ do inibidor (Seção 14.3 . Outras 
medidas muito comuns do efeito de um fármaco são a CI 50 , a 
concentração do inibidor no qual a enzima apresenta 50% da 
sua atividade máxima, a DE S0 , a dose efetiva do fármaco ne- 
cessário para produzir efeitos terapêuticos em 50% da amos- 
tra testada, a DT S0 , a metade da dose tóxica necessária para 
produzir determinado efeito tóxico em animais, e a DL 50 , a 
dose /etal média para matar 50% da amostra. 

No caso de inibidores de enzimas que seguem a cinética 
de Michaelis-Menten, a CI 50 é determinada medindo-se a re- 
lação Vj/v 0 em vários valores de [I] com [S] constante, onde 
Vj é a velocidade inicial da enzima quando a concentração do 
inibidor for [I], Dividindo-se a Eq. [14.24] pela Eq. [14.38] e 
definindo a de acordo com a Eq. [14.37], obtém-se 

v, _ _ _ Al_Jü 

v„ ^ + [si K ^ 1 + m i) +[s| 

quando v T /v 0 = 0,5 (inibição de 50%), 

[I] = [IQo] = ÀT,(l + [15.14] 

Consequentemente, se a determinação de v/v 0 for feita com 
[S] < Sí K m , então [CI 50 ] — K lm 

A relação DT 50 /DE 5() é definida como índice terapêutico, 
a relação entre a dose do fármaco que intoxica e a dose que 
produz o efeito desejado. É preferível, obviamente, que um 
fármaco tenha um alto índice terapêutico, porém isso nem 
sempre é possível. 

b. A catepsina K é um alvo de fármacos para a osteoporose 

O desenvolvimento das técnicas de sequenciamento de ge- 
nomas (Seção 7.2B) e a consequente caracterização de de- 
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zenas de milhares de genes antes desconhecidos estão forne- 
cendo um número enorme de potenciais alvos de fármacos. 
Por exemplo, a osteoporose (do grego: osteon, osso + poros, 
poro) , uma doença que afeta as mulheres após a menopausa, 
caracteriza-se pela perda progressiva de massa óssea, levan- 
do a um grande aumento na frequência de fraturas ósseas, 
frequentemente no pulso, bacia e espinha dorsal. Os ossos 
são formados por uma matriz proteica, que em mais de 90% 
é colágeno tipo I (Seção 8.2B), embebida de cristais de hi- 
droxiapatita, Ca 5 (P0 4 )0H, em forma alongada ou de lâmi- 
na. Os ossos, de modo algum, são estruturas estáticas, pois 
continuamente são remodelados pela ação compensatória de 
dois tipos de células: os osteoblastos (do grego: blast, célula 
germinativa), que sintetizam a matriz orgânica dos ossos na 
qual os componentes minerais são depositados, e o osteoclas- 
tos (do grego: clast, quebrar), que solubilizam a matriz mine- 
ralizada dos ossos pela secreção de enzimas proteolíticas ao 
interior de um núcleo extracelular de reabsorção óssea, que 
é mantido em pH 4,5. A solução ácida dissolve os componen- 
tes minerais do osso, expondo então as proteínas da matriz 
à degradação proteolítica. A osteoporose aparece quando a 
reabsorção óssea supera a formação. 

Na busca de um alvo de fármacos para a osteoporose, foi 
preparada uma biblioteca de cDNA (Seções 5.5E e 5.5Fa) 
a partir de um osteoclastoma (um câncer derivado de oste- 
oclastos; normalmente os osteoclastos são células muito ra- 
ras). Cerca de 4% desses cDNAs codificam para uma pro- 
teína até então desconhecida, que foi denominada catepsina 
K (as catepsinas são proteases que ocorrem nos lisossomos). 
Estudos posteriores, tanto no nível de cDNA como de pro- 
teína, indicaram que a catepsina K é expressa em altos níveis 
apenas em osteoclastos. O exame microscópico de osteoclas- 
tos corados com anticorpos contra catepsina K revelou que 
essa enzima localiza-se na zona de contato entre os osteoclas- 
tos e o núcleo de reabsorção óssea. Em seguida, foi mostrado 
que mutações no gene que codifica a catepsina K são a causa 
da picnodisostose, uma doença hereditária rara caracterizada 
por endurecimento e fragilização dos ossos, baixa estatura, 
deformidade no crânio e osteoclastos que desmineralizam 
os ossos normalmente, mas não degradam a matriz proteica. 
Evidentemente, a catepsina K atua na degradação da matriz 
proteica dos ossos, de modo que é um alvo muito atrativo 
para fármacos visando o tratamento da osteoporose. Na ver- 
dade, vários inibidores da catepsina K estão em testes clíni- 
cos (Seção 15.4Bb). 


do composto-molde. Caso os compostos tenham aumento na 
eficiência, novos derivados são produzidos e testados, e as- 
sim sucessivamente. Esse processo foi sistematizado usando 
as relações estrutura-atividade (SARs, de structure-activity 
relationships ): a determinação via síntese e triagem de quais 
são os grupos de um composto-molde importantes para a 
ação deste fármaco e quais não o são. Por exemplo, se um 
grupo fenila de um composto-molde interagir hidrofobica- 
mente com uma região plana do seu receptor, a hidrogena- 
ção do anel aromático produzindo um anel de cicloexano, 
que não é planar, leva a um composto com menor afinidade 
pelo receptor. 

O caminho lógico do conceito da SAR é quantificá-la, 
isto é, determinar a relação estrutura-atividade quantitativa 
(QSAR, de quantitative structure-activity relationship). Essa 
ideia baseia-se na premissa de que há uma relação matemá- 
tica simples entre a atividade biológica do fármaco e suas 
propriedades físico-químicas. Por exemplo, se a hidrofobici- 
dade de um fármaco for importante para a atividade bioló- 
gica, então a troca de substituintes no fármaco alterará sua 
atividade. O coeficiente de partição, P, entre dois solventes 
imiscíveis em equilíbrio, octanol e água, é uma medida da 
hidrofobicidade de uma substância: 


concentração do fármaco no octanol 
concentração do fármaco na água 


[15.15] 


A atividade biológica pode ser expressa como 1/C, onde C é 
a concentração do fármaco necessária para atingir um nível 
específico da função biológica (p. ex., CI S0 ). Um gráfico de 
log 1/C versus log P (o uso de logaritmos coloca o gráfico em 
um escala manejável) para uma série de derivados do com- 
posto-molde usando uma faixa relativamente estreita para os 
valores de log P em geral resulta em uma relação linear (Fig. 
15-29íi), que pode então ser expressa da seguinte maneira: 



= ki log P + 



[15.16] 


em que k r e k 2 são constantes cujos valores ótimos nessa 
QSAR podem ser determinados por métodos computadori- 
zados de ajuste de curvas. No caso de compostos usando uma 
faixa maior de valores de log P, é provável que a curva log 
1/C versus log P alcance um valor máximo (Fig. 15.296) e seja 
então melhor descrita por uma equação quadrática: 


c. SARs e QSARs são ferramentas essenciais para o 
descobrimento de fármacos 

Usa-se um composto-molde como ponto de partida para de- 
senhar compostos mais eficazes. A experiência mostrou que 
mesmo uma pequena modificação em uma substância candi- 
data a fármaco pode resultar em mudanças importantes nas 
propriedades farmacológicas. Assim, no esforço para incre- 
mentar a farmacodinâmica, pode-se colocar grupos metila, 
cloro, hidroxila ou benzoüa em vários lugares de um compos- 
to-molde. No caso de muitos dos fármacos que são utiliza- 
dos hoje, foram sintetizados de 5 a 10 mil compostos até que 
fosse gerado um fármaco de utilidade médica. Esse trabalho 
não é feito ao acaso. Ele é orientado pela experiência à medi- 
da que os químicos de medicamentos testam vários derivados 



= &i(log P) 2 + k 2 log P + k-i 


[15.17] 


Obviamente, a atividade biológica de algumas substâncias 
depende somente de suas hidrofobicidades. Uma QSAR 
pode considerar simultaneamente várias propriedades físi- 
co-químicas dos substituintes, como valores de pif, raios de 
van der Waals, energia das ligações de hidrogênio e confor- 
mação. Os valores de cada uma dessas constantes, em ter- 
mos de QSAR, indicam a contribuição de cada uma delas 
para a atividade do fármaco. Foi demonstrado que o uso de 
QSAR para otimizar a atividade biológica de um composto- 
-molde é uma ferramenta valiosa para a descoberta de no- 
vos fármacos. 
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FIGURA 15.29 Gráficos hipotéticos da QSAR de log(l/C) 
versus log P para uma série de compostos parecidos, (a) Grá- 
fico que é melhor descrito por uma equação linear. ( b ) Gráfico 
que é melhor descrito por uma equação quadrática. 


d. Desenho de fármacos com base na estrutura 
Desde meados da década de 1980, avanços dramáticos na ve- 
locidade e na precisão da determinação de estruturas macro- 
moleculares por meio de cristalografia por raios X e de RM 
(Seção 8. 3 A) possibilitaram o desenho de fármacos com base 
na estrutura, um processo que reduz enormemente o número 
de compostos que precisam ser sintetizados, dentro dos pro- 
gramas de descoberta de fármacos. Como o nome indica, o 
planejamento com base na estrutura (também chamado de 
desenho racional de fármacos) usa a estrutura de um dado re- 
ceptor complexado com a molécula candidata para orientar o 
planejamento de compostos ainda mais eficazes. Uma estrutu- 
ra dessas poderá revelar, por exemplo, a posição dos doadores 
e aceptores das ligações de hidrogênio nos sítios de ligação do 
receptor e também nas cavidades dos sítios ativos nas quais 
podem ser colocados os substituintes da molécula candidata a 
fármaco de modo a aumentar a afinidade de ligação ao recep- 
tor. Essas técnicas de visualização direta em geral são comple- 
mentadas por ferramentas de modelagem molecular, como, 


por exemplo, computação da energia mínima de conformação 
do derivado em questão, cálculos de mecânica quântica para 
determinar a distribuição de cargas (e, portanto, como pode 
se dar a interação eletrostática com o receptor) e simulações 
em modelo computadorizado do ancoramento do candidato a 
inibidor no receptor para poder avaliar as interações em po- 
tencial. O desenho de fármacos com base na estrutura é um 
processo interativo. A estrutura do complexo do receptor 
com um composto com melhores propriedades é determinada 
para, assim, melhorar ainda mais as propriedades desejadas. 

e. Química combinatória, descoberta baseada na 
fragmentação do composto-molde e triagem de alto 
desempenho 

Assim que os métodos com base na estrutura foram sen- 
do desenvolvidos, pareceu que seriam os métodos predomi- 
nantes na descoberta de fármacos. Entretanto, o advento 
de técnicas de química combinatória para a síntese rápida 
e barata de um grande número de compostos parecidos, 
combinado ao desenvolvimento de técnicas robotizadas de 
triagem de alto desempenho, causaram um movimento pen- 
dular no processo de descoberta de fármacos, voltando para 
uma abordagem do tipo “sintetizar muitos compostos e ver 
no que dá”. Um exemplo familiar da química combinatória 
é a síntese em paralelo de um grande número de diferentes 
oligonucleotídeos em microarranj os de DNA (Seção 7.6B). 
De maneira semelhante, se um composto-molde puder ser 
sintetizado em etapas a partir de vários módulos pequenos, 
pode-se variar os substituintes em cada um desses módulos 
em um sistema de síntese paralela para formar uma bibliote- 
ca de compostos assemelhados (p. ex., Fig. 15.30). 

Foram desenvolvidas muitas técnicas sintéticas que, em 
um único processo, permitem a síntese combinatória de mi- 
lhares de compostos assemelhados. Se antes, na investigação 
da importância de um grupo hidrofílico em uma determina- 
da posição de um composto-molde, podia-se fazer a síntese 
individual apenas dos derivados etila, propila e benzila do 
composto, o uso da síntese combinatória permite a geração 
de, talvez, 100 grupos diferentes nessa posição. Isso pode 
mapear com eficiência muito maior a série de substituintes 
e, possivelmente, identificar um análogo ativo imprevisto. 
De uma maneira muito interessante, técnicas de QSAR e 
computacionais foram associadas no desenvolvimento da 
“química combinatória virtual”, um procedimento no qual 
bibliotecas de compostos são “sintetizadas” computacional- 
mente e “analisadas” para predizer os seus efeitos, reduzindo 
o número de compostos que realmente devem ser sintetiza- 
dos para se obter um fármaco eficaz. 

O desenvolvimento relativamente recente da abordagem 
de descoberta de fármacos conhecida como descoberta por 
fragmentação do composto-molde (FBLD) mostrou sinais 
promissores de sucesso. Neste método, em vez da triagem 
de um grande número de substâncias com potencial para se- 
rem compostos-molde, um pequeno número de compostos 



FIGURA 15.30 Síntese combinatória de arilideno- 
diamidas. Se 10 variantes diferentes de cada grupo R 
forem usados na síntese, serão sintetizados 1 .000 deriva- 
dos diferentes. 
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simples é submetido à triagem quanto à capacidade de se li- 
garem com baixa afinidade ao alvo do fármaco. Substâncias 
com essa capacidade, e, portanto, que provavelmente se li- 
gam apenas a uma pequena parte da superfície do alvo do 
fármaco são então “crescidas”pela adição de grupos quí- 
micos e/ou por ligação de vários desses segmentos entre si. 
Deste modo, FBLD leva a descoberta de compostos -molde 
parte por parte em vez de tudo de uma única vez. 

B. Introdução à farmacologia 

O desenvolvimento in vitro de uma molécula candidata a fár- 
maco eficaz é apenas a primeira etapa no processo de desen- 
volvimento. Para que um fármaco seja útil, além de provocar 
a resposta desejada no seu receptor isolado, deve também ser 
disponibilizado em concentrações suficientemente altas para 
atingir o receptor, seja onde estiver localizado no organismo 
humano, sem causar efeitos adversos indesejáveis. 

a. A farmacocinética é um fenômeno multlfacetado 
A forma mais conveniente de administrar um fármaco é oral- 
mente (pela boca). Para que atinja seu receptor-alvo, um 
fármaco administrado por essa via deve superar uma série 
de barreiras formidáveis: (1) deve ser estável quimicamente 
no pH altamente ácido (pH 1) do ambiente estomacal e não 
pode ser degradado pelas enzimas digestivas do trato gastrin- 
testinal; (2) deve ser absorvido do trato gastrintestinal para 
a corrente sanguínea, isto é, deve passar através de várias 
membranas; (3) não deve se ligar com muita intensidade a 
outras substâncias do organismo (p. ex., substâncias lipofíli- 
cas tendem a ser absorvidas por certas proteínas do plasma e 
tecido gorduroso; ânions podem ligar-se a proteínas plasmá- 
ticas, principalmente à albumina, e os cátions podem ligar- 
-se a ácidos nucleicos); (4) deve sobreviver à modificação 
por um grande número de enzimas, principalmente no fíga- 
do, que funciona destoxificando os xenobióticos (compostos 
estranhos ao organismo), como está descrito a seguir (lem- 
brar que, como o sangue flui do intestino diretamente para 
o fígado por meio da veia porta, o fígado processa todas as 
substâncias ingeridas oralmente antes que elas atinj am o res- 
tante do organismo); (5) deve evitar a excreção rápida pelos 
rins; (6) deve passar dos capilares para o tecidos-alvo; (7) se o 
alvo for no cérebro, a droga deve atravessar a barreira hema- 
to encefálica, que bloqueia a passagem da maioria das subs- 
tâncias polares; e (8) se o alvo for um receptor intracelular, 
deve passar através da membrana plasmática e, possivelmen- 
te, outras membranas intracelulares. As maneiras pelas quais 
um determinado fármaco interage com essas várias barreiras 
é conhecida como sua farmacocinética. Assim, a biodisponi- 
bilidade de um fármaco (o quanto ele atinge o seu sítio de 
ação, em geral considerando a circulação sistêmica) depende 
tanto da dose administrada quanto da sua farmacocinética. 
Naturalmente, as barreiras (1) e (2) podem ser superadas pela 
injeção do fármaco (p. ex., algumas formas de penicilina [Fig. 
11.28] devem ser injetadas, porque os anéis p-lactâmicos são 
altamente suscetíveis à hidrólise ácida), porém esse modo de 
administração não é apropriado para uso de longo prazo. 

Uma vez que a farmacocinética da molécula candidata a 
fármaco é muito importante para a sua eficácia e para a sua 
farmacodinâmica, ambas devem ser otimizadas para que se 
obtenha um fármaco que seja útil como medicamento. As se- 
guintes regras de base empírica, formuladas por Christopher 


Lipinski e conhecidas como “as cinco regras de Lipinski”, 
dizem o quanto é provável que um composto administrado 
oralmente apresenta baixa absorção ou permeação caso: 

1. Tenha massa molecular maior que 500 D. 

2. Possua mais do que 5 doadores de ligações de hidrogênio 
(expresso como a soma dos seus grupos OH e NH). 

3. Possua mais do que 10 aceptores de ligações de hidrogê- 
nio (expressa como a soma dos átomos de N e O) . 

4. O valor de log P seja maior que 5. 

Moléculas candidatas a fármaco que desobedecem a 
Regra número 1 provavelmente possuem baixa solubilidade 
e atravessam membranas celulares com dificuldade. As que 
desobedecem as Regras números 2 e/ou 3 provavelmente 
são muito polares para atravessarem a membrana celular, e 
aquelas que desobedecem a Regra número 4 provavelmente 
são muito pouco solúveis em soluções aquosas e, portanto, 
incapazes de ter acesso à superfície de membranas. Desse 
modo, os fármacos de maior eficácia são o resultado de um 
equilíbrio; eles não são nem muito lipofílicos e nem muito hi - 
drofílicos. Além disso, os valores de p K em geral estão na fai- 
xa de 6 a 8, de modo que, em pH fisiológico, essas moléculas 
podem assumir tanto uma forma ionizada como não ioniza- 
da. Isso permite que atravessem as membranas celulares na 
sua forma não ionizada e que se liguem ao receptor na forma 
ionizada. Entretanto, como a concentração do fármaco no 
receptor depende, como foi visto, de muitos fatores diferen- 
tes, a farmacocinética de uma molécula candidata a fármaco 
pode ser afetada enormemente até por alguma mudança quí- 
mica pequena. QSAR e as outras ferramentas computacio- 
nais foram desenvolvidas para prever esses efeitos, mas, até 
o momento, elas ainda são algo grosseiras. 

b. Toxicidade e reações adversas eliminam a maioria das 
moléculas candidatas a fármaco 
O critério final que uma molécula candidata a fármaco deve 
satisfazer é que seu uso seja seguro e eficaz no homem. Os 
testes para avaliar essas propriedades são feitos inicialmen- 
te em animais, mas como o homem e os animais em geral 
reagem de modo bem diferente a determinados fármacos, o 
fármaco deve finalmente ser testado em pessoas por testes 
clínicos. Nos Estados Unidos, os testes clínicos são controla- 
dos pela Food and Drug Administration (FDA) e possuem 
três fases progressivamente mais detalhadas e caras. 

Fase I. Esta fase tem o propósito de testar a segurança da 
molécula candidata a fármaco, mas ela também é usada para 
determinar a faixa da dose e o melhor método de administra- 
ção (p. ex., oralmente ou por injeção) e a frequência de sua 
administração. É normal que seja feita em pequeno número 
(20 a 100) de voluntários normais e saudáveis, mas, caso se 
saiba que a molécula é muito tóxica (p. ex., agente para a qui- 
mioterapia do câncer), esta fase é feita em voluntários que 
padeçam da doença em questão. 

Fase II. Esta fase testa, principalmente, a eficiência do fár- 
maco contra a doença em um grupo de 100 a 500 pacientes 
voluntários, também refina a faixa de dosagem e verifica a 
ocorrência de efeitos adversos. Os efeitos da molécula can- 
didata a fármaco em geral são estimados por testes simples- 
-cegos, método no qual o paciente não sabe se está receben- 
do o fármaco ou alguma substância-controle. Geralmente, a 
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substância-controle é um placebo (substância inerte com a 
mesma aparência física, mesmo sabor, etc. , do que o fármaco 
em teste). Entretanto, em casos de risco de vida, é eticamen- 
te necessário que a substância-controle seja o melhor trata- 
mento disponível contra a doença. 


Fase m. Esta fase visa verificar as reações adversas que apa- 
recem com o uso prolongado e também confirmar a eficácia 
em um grupo entre 1.000 e 5.000 pacientes. Compara-se o 
fármaco candidato com uma substância-controle pela análise 
estatística de testes duplo-cegos cuidadosamente delineados. 
Nesse caso, nem os pacientes, nem os investigadores clínicos 
sabem se determinado paciente está recebendo o fármaco ou 
a substância-controle. Isso é feito para minim izar alguma in- 
fluência subjetiva por parte dos pesquisadores. 

De um modo geral, apenas 5 de cada 5.000 fármacos can- 
didatos que entraram nos testes pré-clínicos chegam aos testes 
clínicos. Destes, apenas um, em média, é finalmente aprovado 
para uso clínico, sendo que cerca de 40% dos fármacos ultra- 
passam os testes da Fase I e 50 % passam da Fase II (a maioria 
das moléculas candidatas a fármaco que entram nos testes da 
Fase III obtém sucesso). Nos últimos anos, a parte pré-clínica 
do processo de descoberta de fármacos tem levado, em média, 
cerca de 3 anos, enquanto testes clínicos de sucesso necessitam 
de mais 7 a 10 anos. Essas etapas sucessivas no processo de 
descoberta de fármacos são incrivelmente dispendiosas, sendo 
que para se colocar um novo fármaco no mercado o custo mé- 
dio é de cerca de 300 milhões de dólares americanos. 

A parte mais demorada e cara de um programa de desen- 
volvimento de fármacos é identificar reações adversas raras nas 
moléculas candidatas a fármaco. Apesar disso, não é raro que 
um fármaco seja colocado no mercado e seja retirado meses ou 
anos depois porque se descobriu que pode causar efeitos ad- 
versos letais imprevistos em proporções tão pequenas como 1 
em cada 10.000 indivíduos (a procura por novas aplicações para 
os fármacos j á aprovados e a vigilância pós-venda é conhecida 
como a Fase IV do teste clínico). Por exemplo, em 1977 a FDA 
retirou sua aprovação para o fármaco fenfluramina (fen), 
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que tinha recebido aprovação em 1973 para uso como mo- 
derador de apetite em programas de perda de peso de curta 
duração (poucas semanas). A fenfluramina foi amplamen- 
te prescrita, frequentemente para períodos extensos, em 
associação com outro moderador de apetite, a fentermina 
(phen, aprovada em 1959), uma associação conhecida como 
fen-phen (embora a FDA não tenha aprovado o uso com- 
binado dos dois fármacos, já que aprova cada fármaco para 
determinada finalidade, os médicos podem prescrevê-lo para 
qualquer outra finalidade). A retirada da fenfluramina foi 
indicada por mais de 100 relatos de dano às válvulas cardía- 
cas em pessoas (principalmente mulheres) que tomaram fen- 
-phen por cerca de 12 meses (a fentermina não foi retirada 
do mercado porque as evidências demonstraram que o agen- 
te responsável era a fenfluramina) . Esse efeito adverso raro 


não foi observado nos testes clínicos a que a fenfluramina 
foi submetida porque, em parte, ele é um tipo de reação a 
fármaco extremamente incomum. 

Mais recentemente (2004), o analgésico Vioxx que era 
muito prescrito foi retirado de uso devido a efeitos adversos 
cardíacos não detectados anteriormente. Entretanto, embo- 
ra o analgésico Celebrex seja muito parecido, ele permanece 
disponível (Seção 25.27Bb). 

c. Os citocromos P450 metabollzam a maioria dos fármacos 
Por que um fármaco que é bem-tolerado pela maioria dos 
pacientes pode ser perigoso para outros? As diferenças nas 
reações aos fármacos derivam das diferenças genéticas entre 
os indivíduos, bem como das diferenças entre os estados da 
doença, dos outros fármacos que o paciente esteja receben- 
do, idade, sexo e fatores ambientais. Os citocromos P450, que 
agem em grande parte na destoxificação de xenobióticos e 
participam na remoção da maioria dos fármacos atualmente 
em uso, são exemplos instrutivos desse fenômeno. 

Os citocromos P450 formam uma superfamília de enzi- 
mas que contêm heme, presentes desde as bactérias até os 
mamíferos (o nome é baseado no pico do espectro de absor- 
ção característico em 450 nm quando, no estado Fe [II], reage 
com CO). O genoma humano codifica 57 isoenzimas (enzi- 
mas de um mesmo organismo que são semelhantes catalítica 
e estruturalmente, mas geneticamente distintas (isoenzimas 
também são chamadas de isoformas) de citocromos P450, 
sendo que cerca de um terço deles ocorre apenas no fígado 
(as várias isoenzimas do P450 são denominadas pelas três le- 
tras “CYP”, seguidas de um número designando a família, 
uma letra maiúscula designando a subfamüia e um outro nú- 
mero, p. ex., CYP2D6). Estas mono-oxigenases (Fig. 15.31), 



FIGURA 15.31 Estruturas por raios X do citocromo P450 
CYPC9 em complexo com o inibidor da coagulação varfari- 

na. Diagrama em corte da região do sítio ativo da enzima dese- 
nhado com a superfície em roxo e com o esqueleto polipeptídico 
na forma de fita colorida em arco-íris ordenado de C-terminal 
(azul) para o C-terminal (vermelho). O grupo heme (vista la- 
teral), a cadeia lateral da Cys que liga-se axialmente ao átomo 
de Fe do grupo heme e a varfarina (coumadina; Fig. 35.11) está 
mostrada na forma de esfera e bastões com C em cinza, N em 
azul, O em vermelho, S em amarelo e Fe em cor de laranja. 
(Cortesia de Astex Therapeutics, Limited PDBid 10G5.) 
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que nos animais ficam inseridas na membrana do retículo 
endoplasmático, catalisam reações do tipo 

RH + 0 2 + 2H + + 2e~ ROH + H 2 0 

Os elétrons (e~) são fornecidos pelo NADPH, que os passa 
então para o grupo prostético heme do citocromo P450 por 
meio da intermediação da enzima NADPH-P450-redutase. 
Nesse esquema, RH representa uma ampla variedade de 
compostos, em geral lipofílicos, para os quais os diferentes 
citocromos P450 são específicos, incluindo hidrocarbonetos 
aromáticos policíclicos (em geral compostos carcinogênicos 
-que causam câncer - presentes na fumaça do cigarro, carnes 
assadas e outros produtos de pirólise), bifenilas policíclicas 
(muito usadas como isolantes elétricos e plastificantes e que 
também são carcinogênicas) , esteroides (em cuj as sínteses o 
P450 participa, Seções 25.6A e 25.6C) e ainda muitos outros 
tipos diferentes de fármacos. Desse modo, os xenobióticos 
são convertidos em formas mais solúveis em água, o que fa- 
cilita a excreção renal. Além disso, os novos grupos hidroxila 
gerados normalmente são conj ugados (ligados de forma cova- 
lente) enzima ticamen te a substâncias polares, como o ácido 
glicurônico (Seção ll.lCb), a glicina, o sulfato e o acetato, 
que aumentam ainda mais a solubilidade em água. Supõem-se 
que os vários tipos de citocromos P450 presentes nos animais, 
e que possuem diferentes especificidades de substrato (embo- 
ra a especificidade tenda a ser ampla e muito frequentemente 
sobreposta), tenham surgido ao longo da evolução em respos- 
ta às numerosas toxinas que as plantas produzem, suposta- 


mente para desencorajar seu consumo pelos animais (outra 
função dos P450 é catalizar reações biosintéticas específicas. 

As interações fármaco-fármaco são, geralmente, media- 
das por citocromos P450. Por exemplo, se o fármaco A for 
metabolizado por, ou inibir uma das isoenzimas do citocro- 
mo P450 que cataboliza o fármaco B, a administração con- 
junta dos fármacos A e B fará com que a biodisponibilidade 
do fármaco B aumente para um valor maior do que quando 
é administrada isoladamente. Esse fenômeno é de grande in- 
teresse caso o índice terapêutico do fármaco B sej a baixo. Se, 
como ocorre frequentemente, o fármaco A induz aumento 
da expressão de uma isoenzima do citocromo P450 que me- 
tabolize tanto o fármaco A como o B, a administração con- 
junta dos dois fármacos reduzirá a biodisponibilidade do fár- 
maco B , fenômeno que foi observado em certos antibióticos 
que causavam perda da eficácia de contraceptivos orais. De 
uma forma geral, caso o fármaco B seja metabolizado pro- 
duzindo uma substância tóxica, o aumento na velocidade da 
reação pode levar a uma reação adversa. Poluentes ambien- 
tais, como hidrocarbonetos aromáticos policíclicos e bifenilas 
policíclicas, são também conhecidos por induzirem a expres- 
são de isoenzimas específicas do citocromo P450, consequen- 
temente alteram a taxa de metabolização de certos fármacos. 
Por fim, alguns desses efeitos podem ocorrer em pacientes 
com doenças do fígado, assim como em decorrência da idade, 
do sexo e de diferenças individuais da fisiologia hepática. 

Embora supostamente o citocromo P450 esteja envolvi- 
do na destoxificação e/ou na eliminação de substâncias pre- 



FIGURA 15.32 Reações metabólicas que 
convertem o acetaminofeno em seu conjugado 
com a glutationa. 
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judiciais, foi verificado que, em vários casos, ele participa na 
conversão de compostos relativamente inócuos em agentes 
tóxicos. Por exemplo, o acetaminofeno (Fig. 15.32), um anal- 
gésico e antipirético (redutor da febre) bastante utilizado, é 
seguro quando administrado em doses terapêuticas (1 ,2 g/dia 
para adultos), mas em altas doses (> 10 g) é altamente tóxico. 
Isso porque, em doses terapêuticas, 95 % do acetaminofeno é 
enzimaticamente glicuronizado ou sulfatado no grupo — OH 
levando ao conjugado correspondente, que é excretado facil- 
mente. Os restantes 5 % são convertidos pela ação do citocro- 
mo P450 (CYP2E1) em acetimidoquinona (Fig. 15.32), que 
é então conjugada com glutationa, um tripeptídeo com uma 
ligação -y-amida incomum que participa de vários processos 
metabólicos (Seção 26.4C). Entretanto, quando o acetamino- 
feno é administrado em grandes quantidades, as vias de glicu- 
ronização e sulfatação ficam saturadas e, consequentemente, 
aumenta a importância da via mediada pelo citocromo P450. 
Caso o consumo da glutationa hepática seja mais rápido do 
que a sua reposição, a acetimidoquinona, um composto reati- 
vo, é conjugada com grupos sulfidrila de proteínas celulares, 
em geral produzindo uma hepatotoxicidade letal. 

Surpreendentemente, muitos dos citocromos P450 huma- 
nos são polimórtlcos, isto é, existem vários alelos (variantes) 
dos genes que codificam essas enzimas. Para muitos dos cito- 
cromos P450, foram caracterizados alelos que levam a aumen- 
to, diminuição ou alterações qualitativas na velocidade de me- 
tabolização de fármacos. A distribuição desses vários alelos 
difere de forma marcante entre os diversos grupos étnicos e, 
provavelmente, eles apareceram para permitir que cada grupo 
enfrentasse as toxinas presentes em suas dietas específicas. 

O polimorfismo de um dado citocromo P450 produz dife- 
renças nas velocidades com as quais os indivíduos metaboli- 
zam certos fármacos. Por exemplo, nos casos em que uma das 
variantes de citocromo P450 tenha a sua atividade ausente 
ou diminuída, doses de um fármaco que normalmente seriam 


metabolizados podem fazer sua biodisponibilidade atingir ní- 
veis tóxicos. Agora, se uma determinada enzima P450 tem a 
atividade aumentada (normalmente porque o gene que a co- 
difica foi duplicado uma ou mais vezes), deve-se administrar 
doses do fármaco maiores do que a dose normalmente meta- 
bolizada pela enzima para que se obtenha o efeito terapêutico 
desejado. Entretanto, se o fármaco for metabolizado em um 
produto tóxico, pode ocorrer uma reação adversa. Vários va- 
riantes de P450 têm a especificidade pelo substrato alterada 
de modo que levam à produção de metabólitos incomuns, que 
também podem provocar efeitos adversos danosos. 

A experiência demonstrou que não existe um fármaco 
completamente livre de reações adversas. Entretanto, à me- 
dida que as enzimas e as suas variantes que participam no 
metabolismo de fármacos forem caracterizadas e forem de- 
senvolvidos métodos rápidos e baratos de genotipagem, será 
possível prescrever tratamentos sob medida para as caracte- 
rísticas genéticas de cada indivíduo, em vez de tratamentos 
iguais para populações inteiras. Esta área de estudo, chama- 
da de farmacogenômica (ou mais coloquialmente de “genô- 
mica personalizada” ou “medicina personalizada”) está em 
rápido desenvolvimento. 

C. Protease do HIV e seus inibidores 

Na síndrome da imunodeficiência adquirida (Aids) a prin- 
cipal causa epidemiológica de uma patologia anteriormente 
desconhecida e que apareceu no século XX (sua primeira 
descrição foi em 1981), é o vírus tipo 1 da imunodeficiência 
humana (HTV-1; o HIV-2, que é muito relacionado, mas não 
será discutido aqui, também causa Aids e responde a fárma- 
cos de maneira semelhante). O HIV-1, descoberto em 1983 
por Françoise Barré-Sinoussi, Luc Montagnier e Robert 
Gallo, é um retrovírus, família de vírus que foi caracteriza- 
da de maneira independente em 1970 por David Baltimore 


Tradução 



FIG UR/ 15.33 Montagem, brotamento e maturação do HIV-1. SU é a glicoproteína de superfície gpl20, e TM é a proteína 
transmembrana gp41. (Segundo Tumer, B.G. e Summers, M.F., J. Mói. Biol. 285, 4 [1999],) 
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e por Howard Temin. O genoma do retrovírus é constituído 
por um RNA de fita única, que se reproduz dentro das cé- 
lulas hospedeiras pela transcrição do RNA em DNA de fita 
dupla por meio de um processo mediado pela transcriptase 
reversa, uma enzima codificada pelo vírus {Seção 30.4C). 

0 DNA, então, insere-se nos cromossomos da célula hos- 
pedeira pela ação de uma enzima denominada integrase e é 
replicado de forma passiva j untamente com o DNA celular. 
Entretanto, sob condições ativ adoras (que normalmente, 
para o HIV-1, é uma infecção por outro patógeno), o DNA 
do retrovírus é transcrito e as proteínas que ele codifica são 
expressas, inseridas ou ancoradas na membrana plasmática 
da célula hospedeira e finalmente são produzidos novos ví- 
rions (partículas virais) pelo brotamento de segmentos da 
membrana plasmática que carregam proteínas do vírus, de 
modo a envelopar o RNA virai (Fig, 15.33). 

O HIV-1 dirige -se especificamente e replica-se nas célu- 
las T auxiliares (T helper), componentes essenciais do sistema 
imune (Seção 35.2Aa). Ao contrário da maioria dos tipos de 
retrovírus, o HIV-1 no final leva as células que o produzem 
à morte. Embora as células T auxiliares nas quais o HIV-1 
esteja replicando ativamente sejam destruídas pelo siste- 
ma imune, aquelas células nas quais o HIV-1 esteja latente 
(seu DNA não está sendo transcrito) não são detectadas 
pelo sistema imune e assim servem de reservatório do HIV- 

1 (outros tipos de células também podem abrigar o HIV-1). 
Consequentemente, após um período de vários anos depois 
da infecção inicial (durante o qual a maioria dos contamina- 
dos não apresenta sintomas evidentes), o sistema imune da 
pessoa contaminada é paulatinamente exaurido, até que fi- 
que deteriorado de tal forma que o paciente torna-se vítima 
de patógenos oportunistas e finalmente morre devido a eles, 
enquanto os indivíduos com sistema imune funcionando nor- 
malmente resistem. É neste último estágio que a infecção por 
HIV é chamada de Aids. Sem terapia, a Aids é quase sempre 
fatal. Estima-se que até o ano de 2008 cerca de 30 milhões 
de pessoas tenham morrido de Aids e perto de outros 35 mi- 


lhões de pessoas, principalmente na África subsaariana, eram 
positivos para HIV, número que aumenta a uma taxa de ~3 
milhões por ano. Devido a essa catástrofe mundial, o HIV foi 
caracterizado e foram desenvolvidas medidas eficazes contra 
ele muito mais rapidamente do que contra qualquer outro pa- 
tógeno em toda a história da humanidade. 

a. Inibidores da transcriptase reversa têm efeito apenas parcial 
O primeiro fármaco a ser aprovado pela FDA para comba- 
ter a Aids foi o 3-azido-3-deoxitimidina (AZT; zidovudi- 

na), em 1987. Ele foi sintetizado pela primeira vez em 1964 
como um possível agente anticancerígeno (para este fim, ele 
é ineficaz), A AZT é um análogo de nucleosídeo que, após 
conversão intracelular enzimática ao seu trifosfato (a mem- 
brana plasmática é impermeável aos nucleosídeos trifosfato), 
inibe a transcriptase reversa do HIV-1, assim como o fazem 
várias outros fármacos (Seção 30.4Ca) que a FDA aprovou 
para tratar a Aids antes de 1996. Infelizmente, esses agentes 
apenas diminuem o avanço da infecção por HIV, mas não 
a suprimem. Isso porque eles são tóxicos, principalmente 
às células da medula óssea que são precursoras das células 
sanguíneas, e, portanto, não podem ser administrados em 
doses elevadas. Entretanto, e mais importante ainda, a trans- 
criptase reversa, ao contrário da maioria das outras DNA- 
poümerases (Seção 30.2A), não pode corrigir seus erros e, 
em geral, origina mutações (cerca de uma por 10 4 pares de 
bases e, uma vez que o genoma consiste em ~10 4 pares de 
bases, cada genoma virai tem, em média, uma nova muta- 
ção). Consequentemente, sob a pressão seletiva de fármacos 
anti-HIV, como a AZT, o receptor-alvo do fármaco evolui ra- 
pidamente para uma forma resistente ao fármaco. 

b. As poliproteínas do HIV-1 são clivadas por proteases do 
próprio HIV-1 

Assim como outros retrovírus, o vírus HIV-1 sintetiza 
suas proteínas na forma de poliproteínas, cada uma delas 
sendo constituída de várias proteínas ligadas em tandem 
(Fig. 15.34). O HIV-1 codifica duas poliproteínas, a gag (55 
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FIGURA 15.34 Poliproteínas do HIV-1. ( a ) Organi- 
zação das poliproteínas gag e gag-pol do HIV-1. Os 
símbolos são MA, proteína da matriz; CA, proteína do 
capsídeo; NC, proteína do nucleocapsídeo; TF, proteína 
transmembrana; PR, protease; RT, transcriptase reversa; 
RN, ribonuclease; e IN, integrase. (b) As sequências que 
flanqueiam os sítios de clivagem da protease do HIV-1 
(ligações em vermelho) indicadas na Parte a. 
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FIGURA 15.35 Participação da renina na regulação da pres- 
são sanguínea. A renina cliva proteoliticamente o polipeptídeo 
angiotensinogênio de 13 resíduos a polipeptídeo angiotensina 

I de 10 resíduos. Este último é então clivado pela enzima con- 
versora da angiotensina (EGA) ao polipeptídeo angiotensina 

II com 8 resíduos, o qual, ao ligar-se ao seu receptor, induz 
vasoconstrição e retenção do Na 1 e água pelos rins, resultando 
em aumento da pressão sanguínea. Consequentemente, vários 
inibidores da renina e da ECA foram desenvolvidos para o con- 
trole da hipertensão (pressão sanguínea alta). 


kDa) e a gag-pol (160 kDa), sendo ambas ancoradas à mem- 
brana pl asmática por miristoilação do N-terminal (Seção 
12.3Bb). Essas poliproteínas são então clivadas, liberando as 
proteínas que as compõem pela ação da protease do HIV-1, 
mas isso só ocorre depois dela mesmo ter sido excisada da 
gag-pol. Esse processo ocorre somente após o vírion ter bro- 
tado da célula hospedeira e leva a uma grande reorganização 
estrutural do vírion (Fig. 15.33). O vírion, então, é convertido 


da sua forma imatura, não infecciosa, em sua forma patogê- 
nica madura. Se a protease do HIV-1 for inativada, tanto por 
mutagênese ou por algum inibidor, o vírion permanece não 
infeccioso. Portanto, a protease do HIV-1 é um alvo muito 
apropriado para um fármaco. 

c. As proteases aspãrticas e os seus mecanismos catalíticos 
A protease do HIV-1 pertence à família das aspártico-pro- 
teases (também conhecidas como proteases ácidas). Essa 
denominação deve-se ao fato de que todas essas enzimas 
contêm um resíduo de Asp essencial na sequência caracte- 
rística Asp-Thr/Ser-Gly. O homem possui várias aspãrti- 
co-proteases bem conhecidas, incluindo a pepsina, uma en- 
zima digestiva secretada pelo estômago (sua especificidade 
está indicada na Tabela 7.2), que funciona em pH 1 e que 
foi a primeira enzima a ser reconhecida (foi denominada 
por Theodor Schwann em 1836); a quimosina (antigamente 
chamada de renina), uma enzima do estômago que ocorre 
principalmente em crianças e que cliva especificamente uma 
ligação peptídica Phe-Met na proteína do leite K-caseína, 
provocando a coagulação do leite e fazendo com que seja de 
fácil digestão (a quimosina do estômago de bezerros é usada 
há milênios para a fabricação de queijo); as catepsinas D e 
E, proteases de lisossomos, participam na degradação das 
proteínas intracelulares; a renina participa na regulação da 
pressão sanguínea e do balanço eletrolítico (Fig. 15.35); a 
p-secretase (também conhecida por memapsina 2), proteína 
transmembrana do cérebro que participa clivando a proteí- 
na precursora A(3, produzindo a proteína amiloide fJ (Ap) 
e que está implicada na doença de Alzheimer (Seção 9.5B). 
Além disso, muitos fungos secretam proteases ácidas, pre- 
sumivelmente para auxiliar na invasão dos tecidos que eles 
colonizam. 




FIGURA 15.36 Estrutura por raios X da pepsina suína, (a) Diagrama de fita com o domínio N-terminal (resíduos 1-172) em 
dourado, domínio C-terminal (resíduos 173-326) em ciano; as cadeias laterais dos resíduos de Asp do sítio ativo estão mostradas na 
forma de esferas e bastões, com C em verde e O em vermelho; e a molécula de água ligada às cadeias laterais de Asp está represen- 
tada por uma esfera vermelha. A proteína é vista com o eixo de pseudossimetria de ordem dois que relaciona as porções centrais 
dos dois domínios virado na vertical em direção ao observador. ( b ) Vista ampliada dos resíduos de Asp do sítio ativo e da molécula 
de água ligada, indicando os comprimentos (em A) das possíveis ligações de hidrogênio (ligações finas em cinza). As estruturas por 
raios X de outras aspártico-proteases apresentam distâncias interatômicas similares. (Com base na estrutura por raios X obtida por 
Anita Sielecki e Michael James, University of Alberta, Edmonton, Canadá. PDBid 4PEP.) 
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As proteases dos eucariotos são proteínas monoméricas de 
—330 resíduos. A estrutura por raios X da pepsina (Fig. 15.36a), 
que é muito semelhante a estrutura de outras aspártico-protea- 
ses de eucariotos, mostra que essa proteína com forma de meia- 
-lua é formada por dois domínios homólogos associados segun- 
do uma simetria de ordem dois (embora apenas 25 resíduos das 
folhas [3 centrais de cada domínio estejam intimamente asso- 
ciados segundo essa simetria). Cada domínio contém um Asp 
cataliticamente essencial e em posições análogas. As estruturas 
por raios X dos complexos enzima-inibidor de várias aspártico- 
-proteases indicam que os substratos ligam-se a fendas proemi- 
nentes entre os dois domínios, fendas que podem acomodar um 
segmento polipeptídico de —8 resíduos com uma conformação 
do tipo folha (3 estendida. Os resíduos de Asp do sítio ativo 
localizam-se no fundo dessa fenda (Fig. 15.36 a). 

Qual é o mecanismo catalítico das aspártico -proteases? 
De uma maneira geral, as enzimas proteolíticas têm três 
componentes catalíticos essenciais: 

1. Um nucleófilo que ataca o átomo de C da carbonila da li- 
gação peptídica suscetível, formando um intermediário tetraé- 
drico (na tripsina, a Ser 195 serve para essa função; Fig. 15.23). 

2. Um eletrofüico para estabilizar a carga negativa que apa- 
rece no átomo de O da carbonila do intermediário tetraédrico 
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FlflURÃ 15.37 Mecanismo catalítico das aspártico-protea- 

ses. (1) Ataque nucleofílico da molécula de água {vermelho) 
ativada pela enzima sobre o átomo de carbono da carbonila da 
ligação peptídica suscetível (verde) para formar o intermediário 
tetraédrico. Esta etapa da reação é favorecida por uma catálise 
básica geral pelo Asp da direita e por uma catálise ácida geral 
pelo Asp da esquerda (azul). (2) A decomposição do interme- 
diário tetraédrico, formando produtos por catálise ácida geral 
pelo Asp da direita e catálise básica geral pelo Asp da esquerda. 


(doador para a ligação de hidrogênio do bolsão do oxiânion, 
na tripsina isto é feito pela Gly 193 e pela Ser 195; Fig. 15.25). 

3. Um doador de próton para fazer o átomo de N da liga- 
ção suscetível ser um bom grupo de saída (o grupo imidazóli- 
co da His 57, na tripsina; Fig. 15.23). 

O perfil da atividade da pepsina em função do pH (Seção 
14.4) sugere que ela tem dois resíduos ionizáveis essenciais, 
um com p K ~ 1,1 e o outro com p K ~ 4,7, que, com certeza, 
são os grupos carbonila dos resíduos de Asp essenciais. No pH 
do estômago, o resíduo de Asp com p K 4,7 está protonado e 
o resíduo de Asp com pX 1,1 está apenas parcialmente ioniza- 
do. Isso sugere que os grupos carboxila ionizáveis agem como 
nucleófilos para formar o intermediário tetraédrico proposto. 
Contudo, nunca se detectou a formação de intermediário co- 
valente entre as proteases aspárticas e seus substratos. 



FIGU RA 15.38 Estrutura por raios X da protease do 
HTV-1. Protease do HIV-1 (a) não complexada e (b) complexada 
com o inibidor saquinavir (fórmula estrutural na Fig. 15.41). Em 
cada uma das estruturas, a proteína homodimérica é vista com o 
seu eixo de simetria de ordem 2 vertical e representada por dia- 
grama de fita, com uma subunidade em dourado e a outra em da- 
no. As cadeias laterais dos resíduos de Asp do sítio ativo, Asp 25 e 
Asp 25', assim como o saquinavir da Parte b, aparecem na forma 
de esfera e bastões, com C em verde, N em azul e O em vermelho. 
Observar como as “abas” do grampo (3 no topo da enzima não 
complexada dobra-se sobre o inibidor no complexo com o saqui- 
navir. Comparar essas estruturas com as mostradas para a pepsina 
na Fig. 15.36a. (Parte a com base na estrutura por raios X obtida 
por Tom Blundell, Birkbeck College, Londres, Reino Unido, e 
Parte b na estrutura por raios X obtida por Robert Crowther, 
Hoffmann-LaRoche Ltda., Nutley, New Jersey, EUA. PDBids [à\ 
3PHV e [6] 1HXB.) (jftb Ver Exercício interativo 7 
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Nas aspártico-proteases de eucariotos, os dois resíduos 
de Asp do sítio ativo estão muito próximos e parecem formar 
ligações de hidrogênio com uma molécula de água, formando 
uma ponte, e que está presente nas várias estruturas por raios 
X de aspártico-proteases já determinadas (Fig. 15.36Ò). Esse 
fato, juntamente com vários dados enzimológicos e cinéticos, 
levou Thomas Meek a propor o mecanismo catalítico para as 
aspártico-proteases descrito a seguir (Fig. 15.37): 

1. O grupo carboxilado de um dos Asp do sítio ativo, agin- 
do como uma base geral, ativa a molécula de água a ele li- 
gada, a assim chamada água lítica, para que ela, como íon 
OFT, ataque nucleofilicamente o C da carbonila da ligação 
peptídica suscetível de hidrólise. A doação de um próton (ca- 
tálise ácida geral) pelo segundo Asp do sítio ativo (que per- 
deu a carga previamente) estabiliza o oxiânion, que, de outro 
modo, seria formado no intermediário tetraédrico. 

2. O átomo de N da ligação peptídica suscetível é proto- 
nado pelo primeiro Asp (catálise ácida geral), o que resulta 
na cisão da ligação amida pelo rearranjo e a transferência de 
próton para o segundo Asp (catálise básica geral). 

As aspártico-proteases são inibidas por compostos com 
átomos de C tetraédricos em posições que mimetizem a liga- 
ção peptídica suscetível (ver a seguir). Isso sugere fortemen- 


te que essas enzimas ligam preferencialmente os estados de 
transição (estabilização do estado de transição), assim inten- 
sificando a catálise. 

d. Os inibidores da protease do HIV-1 são agentes antí-Aids 
eficazes 

A protease do HIV-1 difere das aspártico-proteases dos euca- 
riotos porque ela é um homodímero com subunidades de 99 
resíduos. Todavia, a sua estrutura por raios X (Fig. 15.38a), 
determinada em 1989 independentemente por Alexander 
Wlodawer, por Manuel Navia e Paula Fitzgerald e por Tom 
Blundell, assemelha-se muito à estrutura de aspártico-protea- 
ses de eucariotos. Assim, a protease do HIV-1 tem a proprie- 
dade catalítica incomum de que seu sítio ativo é formado por 
duas subunidades iguais organizadas simetricamente. 

Muito provavelmente, a protease do HIV-1 tem seme- 
lhança com a aspártico-protease primitiva que supostamen- 
te existiu e, pela duplicação de genes, evoluiu para formar 
as enzimas de eucariotos (embora a protease do HIV-1 seja 
bem adequada para a quantidade de informação genética li- 
mitada que os vírus podem portar). 

A partir do momento em que a estrutura da protease do 
HIV ficou disponível, foram realizados esforços intensos em 
um grande número de laboratórios para encontrar inibidores 


Lado da aba 



FIGURA 15.39 Organização das ligações de hidrogênio entre a protease do HIV-1 e um substrato modelo. Segundo a nomenclatura 
usada nesta figura, os resíduos polipeptídicos de uma subunidade são designados por números-linha, para diferenciá-los dos resíduos 
da outra subunidade. Os resíduos do lado N-terminal da ligação suscetível de hidrólise do substrato são designados de P 1} P 2 , P 3 ,..., con- 
tando na direção do N-terminal. Os resíduos do lado C-terminal do substrato são denominados P[, P 2 , P 3 ,.„, contando na direção do 
C-terminal. Os símbolos S 15 S 2 , S 3 ,... e S', S 2 , S 3 , designam os correspondentes subsítios de ligação da enzima. A ligação peptídica suscetí- 
vel está marcada por flechas. (Segundo Wlodawer, A. e Vondrasek, J., Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct. 27, 257 [1998].) 


550 Do na 1 d Voet / Judith G. Voet 


terapeuticamente eficazes. Nesse processo, foram descritas 
cerca de —300 estruturas por raios X e várias estruturas por 
RM para a protease do HTV-1, para seus mutantes e para 
proteases de outros retro vírus, tanto na forma isolada como 
formando complexos com um enorme número de inibidores. 
Portanto, a protease do HIV-1 talvez seja a estrutura protei- 
ca mais estudada até o presente momento. 

A comparação entre a estrutura por raios X da protease 
do HIV-1 isolada (Fig. 15.38a) e as estruturas da enzima com- 
plexada com inibidores semelhantes a peptídeos (p. ex., Fig. 
15.386) revelou que, ao ligar o inibidor, as “abas” do grampo 
|3 que cobrem o topo da fenda de ligação ao substrato incli- 
nam-se para baixo em cerca de 7 Á, prendendo o inibidor. 
Esses inibidores ligam-se à enzima (que possui simetria de or- 
dem dois) segundo uma conformação de pseudossimetria de 
ordem dois, de tal forma que o inibidor interage com a enzi- 
ma como uma fita em uma folha (3 (Fig. 15.39). No “assoalho” 
da fenda de ligação, cada uma das sequências características 
(Asp 25 -Thr 26 -Gly 27) localiza-se em uma alça que é esta- 
bilizada por uma rede de ligações de hidrogênio semelhante 
àquela observada nas demais aspártico-proteases. O inibidor 
interage com a enzima via uma ligação de hidrogênio com o 
Asp 25 do sítio ativo. Entretanto, ao contrário das aspártico- 
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-proteases dos eucariotos (Fig. 15.366), nenhuma das estrutu- 
ras por raios X da protease do HIV-1 contém qualquer mo- 
lécula de água a uma distância correspondendo a distância 
de uma ligação de hidrogênio do Asp 25 ou do Asp 25'. Pelo 
lado da aba da fenda de ligação, o inibidor interage com Gly 
48, Gly 48' e com uma molécula de água que não aquela que 
faz o ataque nucleofílico, mas a que intermedeia os contatos 
entre os esqueletos da aba e do inibidor. 

Embora a protease do HIV-1 clive especificamente 
as poliproteínas gag e gag-pol em um total de 8 posições 
(Fig. 15.346), essas posições parecem ter muito pouco em 
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FIGURA 15.40 Comparação entre uma ligação peptídica nor- 
mal (em cima ) com um grupo selecionado de isósteros (análo- 
gos estereoquímicos) do intermediário tetraédrico das reações 
catalisadas por proteases aspárticas. 


FIGURA 15.41 Alguns inibidores da protease do HIV-1 que 
estão em uso clínico. Observar que, além do nome genérico 
(nome químico), cada fármaco tem um nome comercial, coloca 
do entre parênteses, sob o qual é vendido. 
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comum, exceto que os resíduos que as flanqueiam imedia- 
tamente são apoiares e, na maioria, volumosos. Com efeito, 
estudos têm mostrado que a especificidade da protease do 
HIV-1 origina-se do efeito cumulativo das interações entre 
a enzima e os amino ácidos que correspondem às posições 
entre P 4 e P 4 . Três dos peptídeos clivados pelo HIV-1, po- 
rém, têm a sequência Phe-Pro ou Tyr-Pro, sequências que as 
aspártico-proteases humanas não clivam. Por isso, inibidores 
da protease do HIV-1 que contenham grupos semelhantes a 
esses dipeptídeos provavelmente não inibem aspártico-pro- 
teases humanas essenciais. 

Um inibidor da protease do HIV-1 eficaz deve asseme- 
lhar-se a um substrato com o peptídeo suscetível substituído 
por um grupo que a enzima não possa clivar. T al grupo po- 
deria, preferencialmente, incrementar a afinidade da enzima 
pelo inibidor. A mimetização do intermediário tetraédrico 
(Fig. 15.37), isto é, do estado de transição, provavelmente 
pode fazer isso. Em vista disto, nos esforços para sintetizar 
inibidores da protease do HIV-1 com eficácia terapêutica, foi 
investigada um grande número desses grupos (Fig. 15.40). 

Embora a protease do HIV-1 tenha uma alta afinida- 
de in vitro por inibidores baseados em polipeptídeos, essas 
substâncias têm biodisponibilidade e farmacocinética muito 
baixas porque elas são degradadas pelas proteases diges- 
tivas e não atravessam facilmente as membranas celulares, 
respectivamente. Consequentemente, inibidores da protease 
do HIV-1 terapeuticamente eficazes devem ser peptideomi- 
méticos (que mimetizam peptídeos) , isto é, substâncias que 
espacialmente se assemelhem a polipeptídeos, talvez, fisica- 
mente, mas não quimicamente. O uso de substâncias que mi- 
metizam polipeptídeos permite também que às substâncias 
candidatas a fármaco sejam impostas restrições conformacio- 
nais não presentes nos polipeptídeos correspondentes. 

A FDA aprovou 10 inibidores da protease de HIV-1 (Fig. 
15.41); o primeiro deles, saquinavir, foi sancionado em 1995. 
Esses fármacos peptídeomiméticos têm CI 50 contra o HIV em 
cultura que variam entre 2 e 60 n M, mas têm pouca ou nenhu- 
ma atividade sobre aspártico-proteases humanas (K , > 10 \lM). 
Essas foram os primeiros fármacos a prolongar nitidamente a 
vida de vítimas da Aids. O desenvolvimento de cada um desses 
fármacos foi um processo interativo complexo que necessitou 
do desenho, da síntese e da avaliação de numerosos compostos 
parecidos entre si. Em vários casos, essas investigações aprovei- 
taram-se da grande experiência ganha no desenvolvimento de 
peptideomiméticos inibidores da renina, uma aspártico-protea- 
se, que levou a um grande número de compostos. 

Todos os inibidores da protease do HIV-1 aprovados 
pela FDA levaram a um declínio rápido e profundo na car- 
ga de HIV plasmática dos pacientes, que, em geral, é acom- 
panhada de uma recuperação do sistema imune. Entretanto, 
como foi visto com os inibidores da transcriptase reversa, ge- 
ralmente em 4 a 12 semanas aparecem formas mutantes da 


protease que são resistentes ao inibidor usado. Além disso, 
é muito provável que essas proteases mutantes também se- 
jam resistentes a outros inibidores de proteases, pois todos os 
inibidores de protease de HIV-1 são dirigidos para o mesmo 
sítio de ligação. Isso levou ao uso de combinações de terapias 
nas quais inibidores da protease do HIV-1 são administrados 
juntamente com um ou, mais frequentemente, com dois inibi- 
dores de outros processos do vírus (inibidores da transcripta- 
se reversa, da integrase e da entrada do vírus nas células). Isso 
porque mesmo que algum vírus adquira resistência para um 
dos fármacos da terapia será atingido por um ou mais dos de- 
mais fármacos usados. Além disso, o inibidor da protease do 
HIV-1 ritonavir mostrou-se um forte inibidor de algumas das 
isoformas do citocromo P450 (CYP3A4,5,7), que metaboliza 
outros inibidores de protease, de modo que em geral é recei- 
tado em baixas doses como adj uvante de outros inibidores de 
protease para aumentar a farmacocinética destes últimos. 

Em muitos pacientes submetidos a terapias com associa- 
ção de fármacos, o nível plasmático do vírus passou a não ser 
mais detectável, permanecendo assim por vários anos. Isso, 
entretanto, não se constitui cura, pois, se a terapia com os 
fármacos for interrompida, o vírus reaparecerá no plasma, 
porque certos tecidos do organismo abrigam formas laten- 
tes do vírus que não são afetadas e/ou são inacessíveis aos 
fármacos da terapia. Portanto, os medicamentos anti-HIV 
disponíveis atualmente devem ser tomados por toda a vida. 

As terapias atuais contra o HIV estão longe do ideal. 
Para maximizar a biodisponibilidade oral, alguns dos fárma- 
cos devem ser tomados antes e depois das refeições, enquan- 
to outros devem ser tomados nos intervalos entre as refei- 
ções. Para minimizar a probabilidade de aparecimento de 
formas de HIV resistentes, a biodisponibilidade de cada fár- 
maco deve ser mantida em certos níveis mínimos, de modo 
que cada fármaco deve ser tomado segundo um esquema 
muito rígido. Ademais, esses fármacos têm efeitos adversos 
importantes, principalmente fadiga, náusea, diarreia, zunido 
e outros, no caso do ritonavir, e cálculos renais, no caso do 
indinavir. Consequentemente, um grande número de pacien- 
tes de Aids não toma sua medicação de forma adequada, o 
que aumenta muito a possibilidade de desenvolvimento de 
resistência aos fármacos do tratamento e de infecção de ou- 
tras pessoas com vírus resistente a fármacos. Finalmente, 
como os inibidores da protease do HIV-1 são moléculas 
complexas, elas são difíceis de sintetizar e, consequentemen- 
te, são relativamente caras. Assim, nos países em desenvolvi- 
mento nos quais a prevalência da Aids é importante muitas 
pessoas e os governos não podem sustentar a compra desses 
fármacos, mesmo quando fornecidos a preço de custo. Por 
isso, é importante que novas terapias anti-HIV sej am desen- 
volvidas para que seja mais fácil para os pacientes seguirem 
o tratamento, tenha baixo custo e, o que seria ideal, venha a 
eliminar totalmente a infecção por HIV. 


RESUMO DO CAPÍTULO 


1 F íecanismo de catálise A maioria dos mecanismos de catálise 
enzimática tem amplos antecedentes em reações de catálise orgâni- 
ca. As reações de catálise ácida e básica ocorrem, respectivamente, 
pela doação ou o recebimento de um próton, para ou de um rea- 
gente de modo a estabilizar o complexo do estado de transição da 
reação. Frequentemente, as enzimas usam cadeias de aminoácidos 


ionizáveis como catalisadores acidobásicos. A catálise covalente 
envolve um ataque nucleofílico do catalisador ao substrato, para 
formar uma ligação covalente transitória, que é seguida de estabili- 
zação eletrofílica de uma carga negativa em formação no estado de 
transição da reação. Várias cadeias laterais de proteínas e também 
determinadas coenzimas agem como catalisadores covalentes. Ions 
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metálicos, que são componentes normais de enzimas, catalisam rea- 
ções por estabilizarem cargas negativas em formação de maneira se- 
melhante à catálise acidobásica. Moléculas de água ligadas a metais 
são uma potente fonte de íons OH em pH neutro. Ions metálicos 
também facilitam as reações enzimáticas pela blindagem de cargas 
nos substratos. Os grupos carregados nos sítios ativos das enzimas 
que têm constantes dielétricas baixas organizam-se de maneira a 
estabilizarem o complexo de transição, levando a uma reação enzi- 
mática por catálise eletrostática. As enzimas catalisam reações por 
manterem seus substratos a uma grande proximidade e em orienta- 
ção apropriada para a reação. A ligação enzimática dos substratos 
nas reações bimoleculares limita as mobilidades relativas, levando a 
um aumento da velocidade de reação. Em uma reação catalítica, a 
ligação preferencial da enzima ao estado de transição em relação ao 
substrato é um mecanismo importante para aumentar a velocidade 
de reação. Os análogos do estado de transição são inibidores com- 
petitivos fortes, pois se ligam às enzimas mais firmemente do que os 
respectivos substratos. 

2 Lisozima A lisozima catalisa a hidrólise de poli (NAG— NAM) 
ligado por ligações |3(1— »4), o polissacarídeo das paredes das bacté- 
rias, e também age sobre poli (NAG). A lisozima liga-se a hexossaca- 
rídeos de maneira a distorcer o anel D, levando o oxiânion do estado 
de transição planar a uma conformação de meia-cadeira. A seguir, 
a ligação Cl— Ol é clivada entre os anéis D e E devido à doação de 
um próton pelo Glu 35. O oxiânion resultante do estado de transição 
é estabilizado eletrostaticamente pelo grupo carboxílico do Asp 52 
(que está próximo) que então forma uma ligação covalente com Cl. 
O grupo de saída do anel E é subsequentemente substituído por água 
no que, essencialmente, é o reverso da sequência de reações anterior, 
e ataca Cl produzindo o segundo produto da reação e regenerando 
a enzima. Os papéis do Glu 35 e do Asp 52 na catálise pela lisozima 
foram verificados por estudos de mutagênese. Estudos estruturais e 
de ligação também indicaram que a distorção é de importância fun- 
damentai no mecanismo da lisozima. Estudos por espectrometria de 
massa e raios X mostraram que a reação da lisozima ocorre via um 
intermediário glicosil-enzima covalente envolvendo o Asp 52, e não 
pela ligação não covalente do íon oxônio intermediário, postulado 
pelo mecanismo original proposto por Phillips. 

3 Serino-proteases As serino-proteases formam uma ampla 
classe de enzimas proteolíticas, caracterizada por possuírem um re- 
síduo ativo de Ser. As enzimas digestivas sintetizadas no pâncreas, 
tripsina, quimotripsina e elastase, estão relacionadas pelas suas se- 
quências e estruturas, mas possuem especificidade para diferentes 
cadeias laterais nos substratos. As três possuem a mesma tríade 
catalítica, Asp 102, His 57 e Ser 195, nos sítios ativos. A especifi- 
cidade da tripsina e da quimotripsina para diferentes cadeias late- 
rais depende, de uma maneira bastante complexa, das estruturas 
das alças que conectam as paredes do bolsão de especificidade e 
também da carga das cadeias laterais situadas no fundo do bolsão 
de especificidade. Subtilisina, serino-carboxipeptidase II e ClpP 
são serino-proteases que não apresentam relação entre si, mas pos- 
suem, essencialmente, sítios ativos com a mesma geometria que as 
enzimas pancreáticas. Nas serino-proteases, a catálise inicia-se por 
um ataque nucleofílico do átomo de carbono do grupo carbonila 
do sítio ativo Ser sobre o peptídeo suscetível de hidrólise, forman- 
do um intermediário tetraédrico. Esse processo pode ser facilita- 
do pela formação de uma ligação de hidrogênio de baixa barrei- 
ra entre o Asp 102 e a His 57. O intermediário tetraédrico, que é 
estabilizado pela sua ligação preferencial ao sítio ativo da enzima, 
decompõe-se então em um intermediário acil-enzima, sob o ímpe- 
to da doação do próton do Asp 102 polarizado pela His 57. Após 
a substituição do grupo de saída por H 2 0 do solvente, o processo 
catalítico é invertido para dar o segundo produto e a enzima rege- 
nerada. Normalmente, a Ser ativa não seria reativa, mas ela está 
localizada de forma apropriada para atacar nucleofilicamente o 


peptídeo suscetível ativado. A estrutura por raios X do complexo 
tripsina-BPTI indica a existência de um intermediário tetraédrico, 
enquanto a estrutura por raios X do complexo da elastase com o 
heptapeptídeo BCM7 permite visualizar tanto o intermediário acil- 
-enzima como o intermediário tetraédrico. Os complexos enzima- 
-substrato possuem panoramas de energia livre tais que facilitam a 
formação do estado de transição. 

As serino-proteases pancreáticas são sintetizadas como zimo- 
gênios para evitar a autodigestão do pâncreas. O tripsinogênio é 
ativado por uma única clivagem proteolítica, catalisada pela ente- 
ropeptidase. Da mesma forma, a tripsina formada ativa o tripsino- 
gênio e também o quimotrip sino gênio, a pró-elastase e ainda outras 
enzimas digestivas pancreáticas. A tríade catalítica do tripsinogênio 
é estruturalmente intacta. A baixa atividade catalítica dos zimogê- 
nios deve-se à distorção dos seus bolsões de especificidade e dos 
bolsões do oxiânion, de modo que os zimogênios não são capazes 
de ligar produtivamente um substrato ou ligar preferencialmente o 
estado de transição da reação catalisada. 

4 Desenho de fármacos Os fármacos agem porque se ligam a 
receptores e assim modificam as funções desses receptores. Muitos 
candidatos a fármacos, conhecidos como compostos-molde promis- 
sores, foram descobertos por métodos nos quais se testou um grande 
número de compostos quanto às suas eficácias, usando ensaios apro- 
priados para a doença em questão. Para procurar compostos mais 
eficientes, esses compostos-molde são manipulados quimicamente. 
A relação estrutura-atividade (SAR) e a relação quantitativa entre a 
estrutura e a atividade (QS AR) constituem-se em ferramentas úteis 
para esse esforço. Para orientar a busca por melhores candidatos 
a fármaco, o desenho de fármacos com base na estrutura utiliza as 
estruturas por raios X e por RM das moléculas candidatas a fárma- 
co, complexadas com as respectivas proteínas-alvo, juntamente com 
uma grande variedade de ferramentas de modelagem molecular. 
Contudo, o advento da química combinatória, descoberta basea- 
da em fragmentação e os métodos de triagem de alto desempenho 
ampliaram as possibilidades da abordagem com base em “fazer o 
maior número de compostos possível e verificar o que eles fazem”. 
Para encontrar os receptores-alvo, os fármacos devem ter uma far- 
macocinética favorável, isto é, eles devem atravessar facilmente as 
numerosas barreiras do organismo, evitar transformações químicas 
por enzimas e não serem excretados muito rapidamente. A maioria 
dos fármacos usados não é muito hidrofüica e nem muito lipofílica, 
de modo que pode ter acesso às membranas e também atravessá-las. 
A toxicidade, a dosagem, a eficácia e a natureza das características 
de efeitos adversos são determinadas por meio de testes clínicos pla- 
nejados cuidadosamente. A maior parte dos fármacos é eliminada 
metab o licamente pela hidroxilação oxidativa feita por uma das inú- 
meras isoenzimas do citocromo P450. Assim, o fármaco hidroxilado 
pode ser conjugado enzimaticamente a grupos polares, como o áci- 
do glicurônico e a glicina, que aumentam as velocidades de excreção 
pelos rins. Em geral, as interações fármaco-fármaco são mediadas 
pelos citocromos P450. O polimorfismo dos citocromos P450 é res- 
ponsável pelas variações individuais nas respostas a determinados 
fármacos, inclusive efeitos adversos. 

A formulação de inibidores da protease do HIV-1 para o 
controle da infecção por HIV é um dos maiores triunfos dos mé- 
todos modernos de descoberta de fármacos. O HIV é um retroví- 
rus que ataca células específicas do sistema imune, degradando- 
-o por um período de vários anos, até o ponto em que ele não 
é mais capaz de fazer a defesa contra infecções oportunistas. A 
protease do HIV-1 atua na clivagem das poliproteínas dos vírions 
imaturos do HIV-1 que brotam das células hospedeiras, gerando 
a forma madura e infecciosa do vírus. A protease do HIV-1 é uma 
aspártico-protease que, da mesma forma que as aspártico-protea- 
ses dos eucariotos (como a pepsina), utiliza seus dois resíduos de 
Asp para ativar a molécula de água lítica ligada à enzima em um 
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nucleófilo que então ataca e cliva ligações peptídicas específicas 
na poliproteína substrato. Todos os peptideomim éticos inibidores 
da protease do HIV-1 aprovados pela FDA levam a uma dimi- 
nuição rápida e intensa nos níveis de HIV-1 plasmãticos, embora 


não eliminem completamente o vírus. Esses fármacos são usados 
em associação com inibidores de outros processos do vírus para 
minimizar a capacidade que o HIV tem em desenvolver formas 
resistentes a fármacos. 


REFERENCIAS 


Geral 

Fersht, A., Structure and Meckanism in Protein Science , Freeman 
(1999). 

Frey, P.A. and Hegeman, A. D., Enzymatic Reaction Mechanims, 
Oxford (2007) [Um compêndio de reações enzimáticas.] 

Jencks, W.P., Catalysis in Chemistry and Enzymology , Dover 
(1987). [Um trab al ho clássico e, em muitos aspectos, ainda atual.] 

Mecanismos de catálise 

Bruice, T.C., Some pertinent aspects of mechanism as determined 
with small molecules, Annu. Rev. Biochem. 45, 331-373 (1976). 

Bruice, T.G and Benkovic, S.J., Chemical basis for enzyme catalysis, 
Biochemistry 39, 6267-6274 (2000); e Buice, T.C., and Lightstone, 
F.C., Ground State and transition State contributions to the rates 
of intramolecular and enzymatic reactions, Acc. Chem. Res. 32, 
127-136 (1999). 

Christianson, D.W. and Cox, J.D., Catalysis by metal-activated 
hydroxide in zinc and manganese metalloenzymes. Annu. Rev. 
Biochem. 68, 33-57 (1999). [Discussão sobre o mecanismo enzi- 
mãtico da anidrase carbônica.] 

Garcia-Viloca, M, Gao, J., Kaplus, M. and Truhlar, D.G., How en- 
zymes work: Analysis by modem rate theory and Computer simu- 
lations, Science 303, 186-195 (2004). 

Hackney, D. D., Binding energy and catalysis, in Sigman, D.S., and 
Boyer, P.D. (Eds.), The Enzymes (3rd ed.), Vol. 19, p. 1-36, Aca- 
demic Press (1990). 

Jencks, W.P., Binding energy, specificity, and enzymatic catalysis: 
The Circe effect, Adv. Enzymot. 43, 219-410 (1975). 

Kraut, J., Carroll, K.S. and Herschlag, D., Challenges in enzyme 
mechanism and energetics, Ann. Rev. Biochem. 72, 517-571 
(2003). 

Lolis, E. and Petsko, G.A., Transition-state analogues in protein 
crystallography: Probes of the structural source of enzyme ca- 
talysis. Annu. Rev. Biochem. 59, 597-630 (1990). 

Schramm, V.L., Enzymatic transition States and transition State ana- 
logs, Curr. Opin. Struct. Biol. 15 , 604—613 (2005). 

Wolfenden, R., Analogue approaches to the structure of the transi- 
tion State in enzyme reactions, Acc. Chem. Res. 5, 10-18 (1972). 

Lisozima 

Blake, C.C.F., Johnson, L.N., Mair, G.A., North, A.C.T., Phillips, 
D.C. and Sarma, V.R., Crystallographic studies of the activity 
of hen egg-white lysozyme, Proc. R, Soc, London. Ser. B 167, 
378-388 (1967). 

Chipman, D.M. and Sharon, N. Mechanism of lysozyme action, 
Science 165, 454—465 (1969). 

Ford, L.O., Johnson, L.N., Machin, P.A., Phillips, D.C. and Tijan, 
R., Crystal structure of a lysozyme-tetrasaccharide lactone com- 
plex. J. Mol. Biol 88, 349-371 (1974). 

Imoto, T. Johnson, L.N., North, A.C.T., Phillips, D.C. and Rupley, 
J.A., Vertebrate lysozymes, in boyer, P.D. (Ed.), The Enzymes 
(3rd ed.), Vol. 7, pp. 665-868, Academic Press (1972). [Uma re- 
visão extensa.] 

Johnson, L.N., Cheetham, J., McLaughlin, P.J., Acharya, K.R., 
Barford, D. and Phillips, D.C., Protein-oligosaccharide interac- 
tions: Lysozyme, phosphorylase, amylases, Curr. Top. Microbiol. 
Immunol. 139, 81-134 (1988). 


Jollès, P. (Ed.), Lysozymes: Model Enzymes in Biochemistry and 
Biology, Birkhaüser Verlag (1996). 

Kirby, A. J., The lyzsozyme mechanism sorted after-50 years, Nature 
Struct. Biol. 8, 737-739 (2001). [Breve resumo da teoria e das evi- 
dências experimentais da existência de um intermediário cova- 
lente no mecanismo da lisozima] 

Mooser, G., Glycosidases and glycosyltransferases, in Sigman, D.S. 
(Ed.), The Enzymes (3rd ed.), Vol. 20 ,pp. 187-233, Academic 
Press (1992). [A Seção II discute a lisozima.] 

Phillips, D.C., The three-dlmentional structure of an enzyme mole- 
cule, Sei. Am. 215(5), 75-80 (1966). 

Schindler, M., Assaf, Y., Sharon, N. and Chipman, D.M., Mechanism 
of lysozyme catalysis: Role of ground-state strain in subsite D in 
hen egg-white and human lysozymes, Biochemistry 16, 423-431 
(1977). 

Secemski, I.I., Lehrer, S.S. and Lienhard, G.E., A transition State 
analogue for lysozyme, J. Biol. Chem. 247, 4740-4748 (1972 ). 
[Estudos de ligação na lactona derivada do (NAG) r ] 

Strynadka, N.C.J. and James, M.N.G. Lysozyme revisited: 
Crystallographic evidence for distortion of an IV-acethylmuramic 
acid residue bound in site D, J. Mol. Biol. 220, 401-424 (1991). 

Vocadlo, D.J., Davies, G.J., Laine, R. e Withers, S.G., Catalysis 
by hen egg-white lysozyme proceeds via covalent intermediate, 
Nature 412, 835-838 (2001). 

Warshel, A. and Levitt, M., Theoretical studies of enzymatic reac- 
tions; dieletric, electrostatic and steric stabilization of the carbo- 
nium íon in the reaction of lysozyme, /. Mol Biol. 103, 227-249 
(1976). [Indicações teóricas de que a catáüse da lisozima ocorre 
por torções eletrostáticas e não espaciais.] 

Serino-proteases 

Blow, D.M., The tortuous story of Asp...His...Ser: Structural analy- 
sis of chymotrypsin, Trends Biochem . Sei. 22, 405-408 (1998) 
[Memória pessoal, entre 1967 e 1969, da determinação da estru- 
tura da a-quimotripsina.] 

Cleland, W.W., Frey, P.A. and Gerlt, J.A., The low barrier hydrogen 
bound in enzymatic catalysis, J. Biol. Chem. 273, 25529-25532 
(1998). 

Corey, D.R. and Craik, C.S., An investigation into the minimum 
requirements for peptide hydrolysis by mutation of the catalytic 
triad of trypsin. J. Am. Chem. Soc. 114, 1784—1790 (1992). 

Ding, X., Rasmussen, B.F., Petsko, G.A. e Ringe, D., Direct structu- 
ral observation of an acyl-enzyme intermediate in the hydrolysis of 
an ester substrate by elastase, Biochemistry 33, 9285-9293 (1994). 

Dodson, G. and Wlodawer, A., Catalytic triads and their relatives, 
Trends Biochem. Sei. 23, 347-352 (1998). 

Frey, P.A., Whitt, S.A. and Tobin, J.B., A low-barrier hydrogen bond 
in the catalytic triad of serine proteases, Sciences 264, 1927-1930 
(1994). 

Hammes-Schiffer, S. and Benkovic, S.J., Relating protein motion to 
catalysis, Ann. Rev. Biochem. 75, 519-541 (2006) and Benkovic, 
S.J., Hammes, G.g. and Hammes Schiffer, S., Free-energy lan- 
dscape of enzyme catalysis, Biochemistry 47, 3317-3321 (2008). 

Hedstrom, L., Serine protease mechanism and specificity, Chem 
Rev. 102, 4501—4523 (2002). [Uma revisão detalhada.] 

Henzler-Wildman, K.A. et al., Intrinsic motions along an enzymatic 
reaction pathway, Nature 450, 838-844 (2007). 



554 Do na! d Voet / Judith G. Voet 


James, M.N.G., Sielecki, A.R., Brayer, G.D., Delbaere, L.T.J. e 
Bauer, C.A., Structure of products and inhibitor complexes of 
Streptomyces griseus protease A at 1.8 Â resolution, J. Mol. Biol. 
144, 45-88 (1980). 

Kuhn, P., Knapp, M., Soltis, S.M., Ganshaw, G., Thoene, M. and 
Bott, R., The 0.78 A structure of a serine protease: Bacillus lentus 
subtilisin, Biochemistry, 37, 13446-13452 (1998). 

Liao, D.“I. and Remington, S.J., Structure of a wheat serine carbo- 
xypeptidase II at 3.5-Â resolution, J. Biol. Chem. 265, 6528-6531 
(1990). 

Neurath, H. Evolution of proteolytic enzymes, Science 224, 350-357 
(1984). 

Perona, J.J. and Craik, C.S., Evolutionary divergence of substra- 
te specificity within the chymotrypsinTike serine protease fold, 
J. Biol. Chem. 272, 29987-29990 (1997); and Structural basis of 
substrate specificity in the serine proteases, Protein Sei. 4, 337- 
360 (1995). 

Perrin, C.L. and Nielson, J.B., “Strong” hydrogen bonds in che- 
mistry and biology, Annu. Rev. Phys. Chem. 48, 511-544 (1997). 
[Revisão detalhada concluindo que a evidência da importância 
de LBHB nas reações enzimáticas é inconclusiva.] 

Phillips, M.A. and Fletterick, R.J., Proteases, Curr. Opin. Struct. 
Biol. 2, 713-720 (1992). 

Radisky, E.S., Lee, J.M, Lu, C.-J.K and Koshland, D.E., Insights 
into the serine protease mechanism for atomic resolution struc- 
tures of trypsin reaction intermediates, Proc. Natl. Acad. Sei. 103, 
6835-6840 (2006). [Desvenda os movimentos sutis dos resíduos 
catalíticos Ser e His, do substrato e da molécula de água hidrolíti- 
ca que favorecem a catálise durante a reação de acilação.] 

Roberts, R.M., Mathialagan, N., Duffy, J.Y. and Smith, G.W., Re- 
gulation and regulatory role of proteinase inhibitors, Crit. Rev. 
Euk. Gene Express. 5, 385-435 (1995). 

Shan, S., Loh, S. and Herschlag, D., The energeties of hydrogen bon- 
ds in model systems: Implications for enzymatic catalysis, Science 
272, 97-101 (1996). 

Stroud, R.M., Kossiakoff, A. A. and Chambers, J.L., Mechanism of zy- 
mogen activa tion, Annu. Rev. Biophysis. Bioeng. 6, 177-193 (1977). 

Wang, J., Hartling, J.A. and Flanagan, J.M., The structure of ClpP at 
2.3 A resolution suggests a model for ATP-dependent proteoly- 
sis, Cell, 91, 447-456 (1997). 

Wilmouth, R.C., Edman, K., Neutze, R., Wright, P.A., Clifton, I.J., 
Schneider, T.R., Schofield, C.J. and Hajdu, J., X-ray snapshots 
of serine proteases catalysis reveals a tetrahedral intermedia- 
te, N ature Struct. Biol. 8, 689-694 (2001); and Wilmouth, R.C., 
Clifton, I.J., Robinson, C.Y., Roach, P.L., Aplin, R.T., Westwood, 
N.J., Hajdu, J. and Schofield, C.J., Structure of a specific acyl- 
-enzyme complex formed between 3-casomorphin-7 and porcine 
pancreatic elastase, Nature Struct. Biol. 4, 456-461 (1997). 

Descoberta de fãrmacos 

Ahluwalia, V.K. and Chopra, M., Medicai Chemistry, CRC Press 
(2008). 

Bannwarth, W. e Hinzen, B. (Eds.), Combinational Chemistry. From 
Theory to Applications (2nd ed.), Wiley-VCH (2006). 

Bruton, L., Lazo, J. and Parker, K. (Eds.), Goodman & Gilman's 
The Pharmacologic Basis of The rape uties (llth Ed.), McGraw- 
Hill (2006). 

Corey, E.J., Czakó, B. and Kürti, L., Molecules and Medicine, Wiley 
(2007). [Discute a descoberta, aplicações e modo de ação das mo- 
léculas de inúmeros fármacos.] 

Corson, T.W., and Crews, C.M. Molecular understanding and mo- 
dera application of traditional medicines: triumphs and trials, 
Cell 130, 769-774 (2007). 

Debouck, C. and Metcalf, B., The impact of genomies on drug disco- 
very, Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol. 40, 193-208 (2000). 


Furge, L.L. and Metcalf, F.P., Cytochrome P450 enzymes in drug 
metabolism and Chemical toxicology, Biochem. Mol. Biol Educ. 
34, 66-74 (2006). 

Ingelman-Sundberg, M., Oscarson, M. and McLellan, R.A., Poly- 
morphic human cytochromes P450 enzymes: An opportunity for 
individualized drug treatment, Trends Pharmacol. Sei. 20, 342- 
349 (1999). 

Jorgenson, W.L., the many roles of computation in drug discovery, 
Science 303, 1813-181 8 (2004) . 

Katzung, B.G. (Ed.), Basic & Clinicai Pharmacology (lüth ed.), 
Mcgraw-Hill (2007). 

Lipinski, C. and Hopkins, A., Navigating Chemical space for biology 
and medicine, Nature 432, 855-861 (2004). [Discute estratégias 
para a descoberta de fármacos.] 

MacCoss, M and Baillie, T.A., Organic chemistry in drug discovery, 
Science 303, 1810-1813 (2004). 

Ohlstein, E.H., Ruffolo Jr., R.R. and Elliott, J.D., Drug discovery 
in the next millennium, Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol. 40, 177- 
191 (2000). 

Patrick, G.L., An Introduction to Medicinal Chemistry (3rd ed.), 
Oxford University Press (2005). 

Smith, D. A. and van der Waterbeemd, H., Pharmacokinetics and 
metabolism in early drug design, Curr. Opin. Chem. Biol. 3, 373- 
378 (1999). 

Terrett, N.O., Combinatorial Chemistry , Oxford University Press 
(1998). 

White, R.E., High-throughput screening in drug metabolism and 
pharmacokinetic support of drug discovery, Annu. Rev. Pharma- 
col. Toxicol. 40, 133-157 (2000). 

Willianms, P.A., Cosme, J., Ward, A., Angove, H.C., Matak, D. and 
Jhoti, H., Crystal structure of human cytochrome P450 2C9 with 
bound warfarin, Nature 424, 464—468 (2000). 

Wong, L.-L, Cytochrome P45Ü monooxygenase, Curr. Opin. Chem. 
Biol. 2, 263-268 (1998). 

Zartler, E.R. and Shapiro, MJ., Fragment-Based Drug Discovery. A 
Practical Apporach, Wiley (2008). 

Proteases do HIV e outras aspártico-proteases 

Davies, D.R., The structure and function of the aspartic proteases, 
Annu. Rev. Biophys. Biophys. Chem. 19, 189-215 (1990). 

Erickson, J.W. and Burt, S.K., Structural mechanisms of HIV drug 
resistence, Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol. 36, 545-571 (1996). 

Flexner, C., Dual protease inhibitor therapy in HIV-infected pa- 
tients: Pharmacological rationale and clinicai benefits, Annu. 
Rev. Pharmacol. Toxicol. 40, 649-674 (2000). 

Kling, J., Blocking HIV's “scissors”, Modem Drug Discovery 3(2), 
37-45 (2000). 

Meek, T.D., Catalytic mechanisms of the aspartic proteases, in 
Sinnott, M. (Ed.), Comprehensive biological Catalysis, Vol. 1 ,pp. 
327-344, Academic Press (1998). 

Richman, D.D., HIV chemotherapy, Nature 410, 995-1001 (2001). 

Tomassellli, A.G., Thaisrivongs, S. and Heinrikson, R.L., Discovery 
and design of HIV protease inhibitors as drugs for treatment of 
Aids, Adv. Antiviral Drug Design 2, 173-228 (1996). 

Turner, B.G. and Summers, M.F., Structural biology of HIV, J. Mol. 
Biol. 285, 1-32 (1999). [Uma revisão.] 

Wilk, T. and Fuller, S.D., Towards the structure of human immuno- 
deficiency virus: Divide and conquer? Curr. Opin. Struct. Biol. 9, 
231-243 (1999). 

Wlodawer, A., Rational approach to Aids drug design through 
structural biology, Annu. Rev. Med. 53, 595-614 (2000); and 
Wlodawer, A., and Vondrasek, J., Inhibitors of HIV-1 protease: 
A major success of struetureassisted drug design, Annu. Rev. 
Biophys. Biomol. Struct. 27, 249-284 (1998). 


Bioquímica 555 


EXERCÍCIOS de bioinformatica 

Exercícios de Biofinformática encontram-se disponíveis em www.wiley.com/collegc/voet. 

Capítulo 12 

Inibidores de enzimas e desenho racional de fármacos 

1. Di-hidrofolato redutase. Examine a estrutura de uma enzima com um inibidor ligado. 

2. Protease do HIV. Compare as estruturas dos complexos contendo proteases do HIV e inibidores. 

3. Farina co genô mi ca e polimorfismo de um único nucleofídeo. Use bases de dados on-line para encontrar informações sobre polimorfis 
mos no citocromo P450. 


PROBLEMAS 


1. Explique por que a y-piridona não é tão efetiva como catalisa- 
dor da mutarrotação da glicose como a a-piridona. O que se pode 
dizer sobre a (3-piridona? 

2. Em soluções alcalinas, o RN A é rapidamente hidrolisado pro- 
duzindo uma mistura de nucleotídeos cujos grupos fosfato estão li- 
gados a resíduos de ribose tanto na posição 2' como na posição 3'. 
O DNA, que não tem grupo OH 2' como o RNA, é resistente à 
degradação alcalina. Explique. 

3. A carboxipeptidase A, uma enzima que contém Zn , hidroli- 
sa a ligação peptídica C-terminal de polipeptídeos (Fig. 8.19a). No 
complexo enzima-substrato, o íon Zn 2 " coordena-se a três cadeias 
laterais da enzima, ao oxigênio da carbonila da ligação suscetível 
de hidrólise e a uma molécula de água. O diagrama de um modelo 
plausível para o mecanismo de ação da enzima consistente com da- 
dos enzimológicos e de raios X está mostrado na Fig. 15.42. Quais 
são os papéis do íon Zn" e do Glu 270 neste mecanismo? 

4. Na seguinte reação de lactonização. 



a velocidade relativa da reação é 3,43 X 10 maior quando R = CH , 
do que quando R = H. Explique. 

5. Deduza uma equação análoga à Equação [15.11] para uma en- 
zima que catalise a reação: 
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Suponha que a enzima liga primeiro A e depois B: 

E 4- A + B EA + B EAB ->EP 

8. Explique, em termos termodinâmicos, por que uma “enzima” 
que estabiliza o complexo de Michaelis com a mesma intensidade 
que estabiliza o estado de transição não é capaz de catalisar a reação. 

7. Sugira um análogo ao estado de transição da prolina-racemase 
diferente daquele apresentado no texto. Justifique a sugestão. 

8. Wolfenden estabeleceu que não tem sentido fazer distinção 
entre “sítios de ligação” e “sítio catalíticos” de enzimas. Explique. 

9. Explique por que o oxalato (~OOCCOO _ ) é um inibidor da 
oxalacetato-descarboxilase. 

10. Explique por que, à luz das informações dadas neste capítulo, 
as enzimas são moléculas tão grandes? Por que os sítios ativos ge- 
ralmente se localizam em fendas ou depressões na enzima e não em 
protuberâncias? 
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Complexo enzima-produto 

FIGURA 15.42 Mecanismo da carboxipeptidase A. 
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11. Faça o prognóstico dos efeitos sobre a catálise realizada por 
uma molécula de lisozima que tenha a Phe 34, a Ser 36 e a Trp 108 
modificadas para Arg, supondo que essa mudança não altere de for- 
ma significativa a estrutura da proteína. 

12. A incubação de (NAG) 4 com a lisozima produz a formação 
lenta de (NAG) fj e (NAG) 2 , Proponha um mecanismo para essa re- 
ação. Quais dos aspectos do mecanismo da lisozima são compatíveis 
com essa reação? 

13. Qual seria a afinidade da ligação da lisozima pelo tetrassacarí- 
deo com ligação a(l— >4): 


NAG — NAM — NAG 




comparada com NAG— NAM-NAG— NAM? Explique. 

14. Uma grande dificuldade na investigação das propriedades das 
serino-proteases pancre áticas reside no fato de que essas enzimas, 
sendo elas mesmas proteínas, sofrem autodigestão. Esse problema 
é menos grave, entretanto, para soluções de quimotripsina do que 
para soluções de tripsina e elastase. Explique. 

15. A comparação entre as geometrias da quimotripsina e da sub- 
tilisina, supondo que suas semelhanças têm significado para a catáli- 
se, levou a um grande entendimento sobre o mecanismo dessas duas 
enzimas. Discuta a validade dessa estratégia. 

16. Abenzamidina (K : = 1,8 X lCT r M) e a leupeptina (K l = 1,8 X 
1Ü' 7 M; Fig. 15.19) 
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são inibidores competitivos específicos da tripsina. Explique os seus 
mecanismos de inibição. Desenhe análogos da leupeptina que ini- 
bam a quimotripsina e a elastase. 

17. Derivados trigonais de ácido borônico apresentam uma alta ten- 
dência a formarem adutos tetraédricos. O ácido 2-feniletil borônico 



Ácido 2-feniletil borônico 


é um inibidor da subtilisina e da quimotripsina. Indique a estrutura 
dos respectivos complexos enzima-inibidor. 

18. O tofu (queijo de soja), um produto de soja com alto conteú- 
do proteico muito consumido na China e no J apão, é preparado de 
modo a remover o inibidor de tripsina presente na soja. Explique a 
razão ou as razões para esse tratamento. 

19. Explique por que a mutação de três resíduos da tríade catalí- 
tica da tripsina produz o efeito na velocidade de catálise que não é 
muito diferente do que na mutação de apenas a Ser 195. 

20. Explique por que a quimotripsina não se autoativa como a 
tripsina. 

21. Pode a “regra dos cinco” de Lipinski prever se um hexapeptí- 
deo pode ser um fármaco com eficácia terapêutica? Explique. 

22. O antídoto preferido para tratamento de overdose de acetami- 
nofeno é a JV-acetilcisteína. Explique por que a administração dessa 
substância, que deve ser feita entre 8 e 16 horas após a overdose, é 
um tratamento eficiente. 

23. Por que a ativação da protease do HIV-1 antes que o vírus bro- 
te da célula hospedeira é desvantajosa para o vírus? Explique. 


Benzamidina 


Diagrama esquemático das principais 
vias do metabolismo energético. 
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CAPÍTULO 16 


1 Vias metabólicas 

2 Mecanismos de reações orgânicas 

A. A lógica química 

B. Reações de transferência de grupos 

C. Oxidações e reduções 

D. Eliminações, isomerizações e rearranjos 

E. Reações que estabelecem e que quebram ligações 
carbono-carbono 

3 Abordagens experimentais para o estudo do metabolismo 

A. inibidores metabólicos, estudos de crescimento e 
genética bioquímica 

B. Os isótopos na bioquímica 

C. Órgãos isolados, células e organelas subcelu lares 

D. Biologia de sistemas 

4 A termodinâmica dos compostos contendo fosfato 

A. Reações de transferências de grupos fosforila 

B. Racionalizando a “energia” em compostos de 
“alta-energia” 

C. O papel do ATP 

5 Reações de oxidação-redução 

A. A equação de Nernst 

B. Medidas de potencial redox 

C. Células de concentração 

6 A termodinâmica da vida 

A. Sistemas vivos não podem estar em equilíbrio 

B. A termodinâmica de não equilíbrio e o estado estacionário 

C. A termodinâmica do controle metabólico 


Organismos vivos não estão em equilíbrio. Ao contrário, 
eles necessitam de um influxo contínuo de energia livre para 
manter a ordem em um universo inclinado no sentido de ma- 
ximizar a desordem. O metabolismo é o processo global pelo 
qual os sistemas vivos adquirem e utilizam a energia livre de 
que necessitam para realizar suas várias funções. Eles o fa- 
zem acoplando reações exergônicas de oxidação de nutrientes 
a processos endergônicos necessários para manter o estado 
vivo, tais como o desempenho de trabalho mecânico, o trans- 
porte ativo de moléculas contra gradientes de concentração 
e a biossíntese de moléculas complexas. Como as coisas vivas 
adquirem essa energia livre necessária? E qual a natureza do 
processo de acoplamento de energia? 

Os fotótrofos (plantas e certas bactérias; Seção 1.1A) ad- 
quirem energia livre do sol por meio da fotossíntese, um proces- 
so em que a luz fornece energia para a reação endergônica de 
formação de carboidratos e0 2 a partir de C0 2 e H 2 0 (Capítulo 
24). Os quimiótrofos obtêm sua energia livre pela oxidação de 


compostos orgânicos (carboidratos, lipídeos e proteínas) obti- 
dos a partir de outros organismos, em última análise, dos fotó- 
trofos. Essa energia livre é frequentemente acoplada a reações 
endoergônicas por meio da síntese intermediária de compostos 
fosfatados de “alta-energia”, tais como trifosfato de adenosina 
(ATP; Seção 16.4). Além de serem completamente oxidados, os 
nutrientes podem ser quebrados em uma série de reações meta- 
bólicas para produzir intermediários comuns, utilizados como 
precursores na síntese de outras moléculas biológicas. 

Uma propriedade notável dos sistemas vivos é que, ape- 
sar da complexidade de seus processos internos, eles man- 
têm o estado estacionário. Isso é demonstrado de forma im- 
pressionante pela observação de que, ao longo de 40 anos 
de vida, um humano adulto normal consome literalmente 
toneladas de nutrientes e bebe mais de 20.000 L de água, mas 

0 faz sem significante alteração de peso. Esse estado esta- 
cionário é mantido por um conjunto sofisticado de sistemas 
regulatórios metabólicos. Neste capítulo de introdução ao 
metabolismo, serão delineadas as características gerais das 
vias metabólicas, serão estudados os principais tipos de rea- 
ções químicas utilizadas nessas vias e consideradas as técni- 
cas experimentais que têm sido mais úteis para sua elucida- 
ção. A seguir, serão discutidas as alterações na energia livre 
associadas com reações utilizando compostos fosfatados e 
com reações de oxidação-redução. Por fim, será considerada 
a natureza termodinâmica dos processos biológicos, ou seja, 
quais as propriedades da vida que são responsáveis por seu 
caráter de automanutenção. 

1 VIAS METABÓLICAS 

Vias metabólicas são séries de reações enzimáticas consecu- 
tivas, que produzem produtos específicos. Seus reagentes, 
intermediários e produtos são denominados metabólitos. 
Uma vez que um organismo utiliza muitos metabólitos, ele 
apresenta muitas vias metabólicas. A Figura 16. 1 mostra um 
mapa metabólico para um célula típica, com muitas de suas 
vias in ter conectadas. Cada reação nesse mapa é catalisada 
por uma enzima distinta, das quais há —4.000 conhecidas. 
Em um primeiro olhar, essa rede parece desesperadoramen- 
te complexa. Apesar disso, concentrando-se em suas prin- 
cipais áreas nos próximos capítulos, por exemplo, as prin- 
cipais vias da oxidação da glicose (as áreas sombreadas da 
Fig. 16.1), será possível uma familiarização com suas aveni- 
das mais importantes e com suas inter-relações. Mapas me- 
tabólicos mais legíveis podem ser encontrados nos seguintes 
sites: http://www.expasy.org/cgi-bin/search-biochem-index, 
http://www.iubmb-nicholson.org e http://www.genome.ad.jp/ 
kegg/metabolism.html. 
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FIGURA 16.1 Mapa das principais vias metabólicas em uma célula típica. As principais vias do metabolismo da glicose estão 
sombreadas. (Mapa desenhado por Donald Nicholson. Publicado por BDH Ltda., Poole 2, Dorset, Inglaterra.) 
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As vias com as reações que compreendem o metabolis- 
mo são frequentemente divididas em duas categorias: 


primeiro para o segundo deve diferir da via do segundo de 
volta para o primeiro: 


1. Catabolismo, ou degradação, no qual nutrientes e consti- 
tuintes celulares são degradados exergonicamente para rea- 
proveitar seus componentes ou para gerar energia livre; 

2. Anabolismo, ou biossíntese, no qual as biomoléculas são 
sintetizadas a partir de compostos mais simples. 

A energia livre liberada pelos processos catalíticos é con- 
servada por meio da síntese de ATP a partir de ADP e fosfa- 
to ou por meio da redução da coenzima NADP a NADPH 
(Fig. 13.2). ATP e NADPH são as principais fontes de ener- 
gia livre para as vias anabólicas (Fig. 16.2). 

Uma característica marcante do metabolismo de degra- 
dação é que ele converte um grande número das mais diversas 
substâncias (carboidratos, lipídeos e proteínas) em interme- 
diários comuns. Esses intermediários são então posterior- 
mente metabolizados em uma via oxidativa central que finda 
em uns poucos produtos. A Figura 16.3 esboça a degradação 
de vários constituintes da dieta, inicialmente em suas unida- 
des monoméricas e, a seguir, em um intermediário comum, a 
acetil-coenzima A (acetil-CoA) (Fig. 21.2). 

A biossíntese realiza o processo oposto. Relativamente 
poucos metabólitos, principalmente piruvato, acetil-CoA e os 
intermediários do ciclo do ácido cítrico servem como material 
de partida para uma profusão dos mais variados produtos bios- 
sintéticos. Nos próximos capítulos, serão discutidas em detalhe 
muitas vias de degradação e de biossíntese. Por ora, podem ser 
consideradas algumas características gerais desses processos. 

Cinco características principais das vias metabólicas ori- 
ginam-se de suas funções como geradoras de produtos para a 
utilização pela célula: 

1. As vias metabólicas são irreversíveis. Uma reação alta- 
mente exergônica (que apresenta uma variação de energia 
livre muito grande e negativa) é irreversível, ou sej a, a trans- 
formação é completa. Se tal reação é parte de uma via con- 
tendo muitos passos, ela confere um sentido à via, pois faz as 
reações andar naquele sentido e torna toda a via irreversível. 

2. Vias catabólicas e anabólicas devem diferir. Se dois me- 
tabólitos forem metabolicamente inter conversíveis, a via do 


Metabólitos complexos 



Produtos simples 


FIGURA 16.2 ATP e NADPH são fontes de energia livre 
para reações de biossíntese. Eles são produzidos pela degrada- 
ção de metabólitos complexos. 



Isso se deve ao fato de que, caso o metabólito 1 seja 
convertido no metabólito 2 por um processo exergônico, 
a conversão do metabólito 2 no metabólito 1 requer que 
energia livre sej a fornecida a fim de empurrar esse processo 
que, de outro modo, seria endergônico, “montanha acima”. 
Consequentemente, as duas vias devem diferir em pelo me- 
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FIGURA 16.3 Visão geral do catabolismo. Metabólitos com- 
plexos, como carboidratos, proteínas e lipídeos, são degradados, 
inicialmente em suas unidades monoméricas, principalmente 
glicose, aminoácidos, ácidos graxos e glicerol, e, então, produ- 
zem o intermediário comum, a acetil-coenzima A (acetil-CoA). 
O grupo acetila é então oxidado a C0 2 , via ciclo do ácido cítrico, 
com redução concomitante de NAD e FAD. A reoxidação 
dessas últimas coenzimas pelo 0 2 , via cadeia transportadora de 
elétrons e fosforilação oxidativa, produz H 2 0 e ATP. 
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nos um de seus passos reacionais. Como será visto, a existên- 
cia de rotas de interconversão independentes é uma proprie- 
dade importante das vias metabólicas pois permite controle 
independente dos dois processos. Se o metabólito 2 estiver 
sendo requerido pela célula em determinado momento, será 
necessário “desligar” a via de 2 para 1 ao mesmo tempo em 
que a via de 1 para 2 será “ligada”. Tal controle independen- 
te seria impossível sem vias independentes. 

3. Cada via metabólica apresenta uma primeira etapa que 
compromete o metabólito com a via. Embora as vias meta- 
bólicas sejam irreversíveis, a maior parte das reações que as 
constituem funciona próxima ao equilíbrio. Próxima ao iní- 
cio de cada via, entretanto, há uma reação irreversível (exo- 
ergônica), que “compromete” o metabólito que produz a 
continuar seguindo essa via. 

4. Todas as vias metabólicas são reguladas. As vias metabó- 
licas são reguladas por leis de suprimento e demanda. Com 
a finalidade de exercer controle sobre o fluxo de metabóli- 
tos em uma via metabólica, é necessário regular sua etapa 
limitante. A primeira etapa que “compromete” o metabólito, 
sendo irreversível, funciona muito lentamente para permitir 
que seus substratos e produtos alcancem o equilíbrio (se a 
reação estivesse no equilíbrio, não seria irreversível). Uma 
vez que a maior parte das demais reações em uma via funcio- 
na perto do equilíbrio, a primeira etapa “comprometido” é 
frequentemente um de seus passos limitantes de velocidade. 
A maior parte das vias metabólicas é, portanto, controlada 
pela regulação de enzimas que catalisam sua(s) primeira (s) 
etapa (s) “comprometida (s)”. Essa é uma forma eficiente de 
exercer controle, pois previne a síntese de metabólitos ao 
longo da via quando eles não são necessários. Aspectos es- 
pecíficos de tal controle de fluxo serão discutidos na Seção 
17.4C. 

5. As vias metabólicas em células eucarióticas ocorrem em 
localizações celulares específicas. A compartimentalização 
de células eucarióticas permite que diferentes vias meta- 
bólicas operem em diferentes locais, conforme listado na 
Tabela 16.1 (essas organelas são descritas na Seção 1.2A). 
Por exemplo, o ATP é produzido principalmente na mito- 
côndria, mas uma boa parte dele é utilizada no citoplasma. 
A síntese de metabólitos em compartimentos subcelulares 
específicos delimitados por membranas faz seu transporte 
entre esses compartimentos ser um componente vital do 


metabolismo eucariótico. Membranas biológicas são seleti- 
vamente permeáveis a metabólitos devido à presença, nas 
membranas, de proteínas transportadoras específicas. A 
proteína transportadora que facilita a passagem do ATP 
pela membrana mitocondrial é discutida na Seção 20.4C, 
juntamente com as características de processos em geral de 
transporte através de membranas. A síntese e a utilização 
da acetil-CoA também são compartimentalizadas. Esse in- 
termediário metabólico é utilizado na síntese citosólica de 
ácidos graxos, mas é sintetizado na mitocôndria. Apesar 
disso, não há proteína transportadora para a acetil-CoA na 
membrana mitocondrial. A forma como as células resolvem 
esse problema fundamental é discutida na Seção 25 .4D. Em 
organismos multicelulares, a compartimentalização é leva- 
da uma etapa adiante, para o nível de tecidos e órgãos. O 
fígado de mamíferos, por exemplo, é o principal responsável 
pela síntese de glicose a partir de precursores não glicídicos 
(gliconeogênese; Seção 23.1), de forma a manter um nível 
relativamente constante de glicose na circulação, enquanto 
o tecido adiposo é especializado em armazenar e mobilizar 
triacilgliceróis. A interdependência metabólica de vários ór- 
gãos é o tema do Capítulo 27. 

2 MECANISMOS DE REAÇÕES ORGÂNICAS 

Quase todas as reações que ocorrem nas vias metabólicas 
são reações orgânicas catalisadas enzimaticamente. A Seção 
15.1 detalha os vários mecanismos que as enzimas possuem 
à disposição para a catálise de reações: catálise acidobásica, 
catálise co valente, catálise por íons metálicos, catálise ele- 
trostática, efeitos de proximidade e orientação e ligação com 
estado de transição. Poucas enzimas alteram os mecanismos 
químicos dessas reações, de modo que muito se pode apren- 
der sobre os mecanismos enzimãücos a partir do estudo de 
modelos não enzimáticos de reações. Assim sendo, inicia-se 
o estudo de reações metabólicas esboçando os tipos de rea- 
ções que serão encontrados e os mecanismos pelos quais tem 
sido observado que essas reações ocorrem em sistemas não 
enzimáticos. 

Christopher Walsh classificou as reações bioquímicas em 
quatro categorias: (1) reações de transferência de grupos; (2) 
reações de oxidação e redução; (3) eliminações, isomeriza- 
ções e rearranjos; (4) reações que estabelecem ou quebram 


TABEL A 5 6.1 Funções metabólicas de organelas eucarióticas 


Organela 

Função 

Mitocôndria 

Ciclo do ácido cítrico, transporte de elétrons e fosforilação oxidativa, oxidação de 
ácidos graxos, degradação de aminoácidos 

Citosol 

Glicólise, ciclo das pentoses, biossíntese de ácidos graxos, muitas reações da glico- 
neogênese 

Lisossomos 

Digestão enzimática de componentes celulares e matéria ingerida 

Núcleo 

Replicação do DNA, transcrição, processamento do RNA 

Aparelho de Golgi 

Processamento pós-traducional de proteínas de membrana e proteínas que serão 
secretadas; formação da membrana plasmática e de vesículas secretórias 

Retículo endoplasmático rugoso 

Síntese de proteínas ligadas a membranas e proteínas que serão secretadas 

Retículo endoplasmático liso 

Biossíntese de lipídeos e esteroides 


Peroxissomos (glioxissomos nas plantas) Reações oxidativas catalisadas por aminoácido-oxidases e pela catalase; nas plan- 

tas, reações do ciclo do glioxilato 
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ligações carbono-carbono. Muito se sabe acerca dos meca- 
nismos dessas reações e sobre as enzimas que as catalisam. A 
discussão nos próximos capítulos enfoca esses mecanismos, 
na medida em que eles se aplicam a interconversões metabó- 
licas específicas. Nesta seção, serão descritas as quatro cate- 
gorias de reação e realizada uma discussão acerca de como os 
conhecimentos de seus mecanismos de reação derivam do es- 
tudo de reações orgânicas modelo. Inicia-se por uma revisão 
breve da lógica química utilizada na análise dessas reações. 


Homolítica: 


n . ^ Clivagem 
id 3 * homolítica 


C- + H 


Radicais 


Heterolítica 


(i) 


C- 


l 1 


C: 


+ H 


Carbânion Próton 


A. A lógica química 

Uma ligação convalente consiste em um par de elétrons com- 
partilhado entre dois átomos. Com a quebra de tal ligação, o 
par de elétrons pode permanecer com um dos átomos (cliva- 
gem heterolítica da ligação) ou separar-se, de modo que cada 
elétron acompanha um dos átomos (clivagem homolítica da 
ligação) (Fig. 16.4). A clivagem homolítica da ligação, que 
normalmente produz radicais instáveis, ocorre principalmen- 
te em reações de oxidação-redução. Clivagem heterolítica 
de ligações C-H envolve a formação ou de carbânion e pró- 
ton (H + ) ou de carbocátion (íon carbônium) e hidreto (H ). 
Uma vez que íons hidreto são espécies altamente reativas e 
átomos de carbono são ligeiramente mais eletronegativos 
que átomos de hidrogênio, a clivagem da ligação em que 
o par de elétrons permanece com o átomo de carbono é o 
modo predominante de quebra da ligação C-H em sistemas 
bioquímicos. A remoção do íon hidreto ocorre apenas se este 
for transferido diretamente para um aceptor, como o NAD ~ 
ou o NADP 

Compostos que participam em reações envolvendo cliva- 
gem heterolítica de ligações e formação de ligações são divi- 
didos em duas amplas classes: ricos em elétrons e deficientes 
em elétrons. Compostos ricos em elétrons, que são denomi- 
nados nucleófilos (gostam do núcleo), são carregados nega- 
tivamente ou contêm pares de elétrons não compartilhados, 
que formam facilmente ligações covalentes com centros de- 
ficientes em elétrons. Grupos nucleofílicos biologicamente 
importantes incluem funções amino, hidroxila, imidazol e 
sulfidrila (Fig. 16.5a). As formas nucleofílicas desses grupos 
são também suas formas básicas. Na verdade, características 


*- — C + + H: 

Carbocátion íon 

hidreto 

FIGURA 16.4 Formas de divagem da ligação C— H. A cli- 
vagem homolítica produz radicais livres, enquanto a clivagem 
heterolítica produz ou (/) um carbânion e um próton ou (ii) um 
carbocátion e um íon hidreto. 


(ii) 


Cf-H 


nucleofüicas e básicas são propriedades proximamente rela- 
cionadas (Seção 15.1Ba): um composto atua como uma base 
quando forma uma ligação co valente com H + , enquanto atua 
como um nucleófilo quando forma uma ligação covalente 
com um centro deficiente em elétrons distinto do H h , nor- 
malmente um átomo de carbono deficiente em elétrons: 

Reação em que uma 
amina funciona R — NH 2 + 
como base 

Reação nucleofilica 

9 m 

de uma amina R — NEL 4- 

Z 


H*- ► R— N 1 — H 

H 


R' H R' 

\ ! I 

C=0 R— N-C— OH 

/ | 

R" R" 


Compostos deficientes em elétrons são denominados 
eletrofílicos (que gostam de elétrons). Eles podem estar car- 
regados positivamente, conter uma eletrosfera com valência 
não preenchida ou conter um átomo eletronegativo. Os ele- 
trófilos mais comuns em sistemas bioquímicos são oH) íons 


(a) Nucleófilos 
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(b) Eletrófilos 
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FIGURA 16.5 Grupos nucleofílicos e eletrofílicos biolo giramente importantes, (a) Os nucleófilos são as bases conjugadas de áci- 
dos fracos, tais como os grupos hidroxila, sulfidrila, amino e imidazol (h) Os eletrófilos contêm um átomo deficiente em elétrons 
(vermelho). 
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metálicos, átomos de carbono de grupos carbonila e iminas 
catiônicas (Fig. 16.5b). 

As reações são melhor compreendidas se os rearranjos 
do par de elétrons envolvidos na conversão de reatantes a 
produtos puderem ser seguidos. Na ilustração desses rear- 
ranjos, utiliza-se a convenção de setas em curva, na qual o 
movimento de um par de elétrons é simbolizado por uma 
seta em curva, saindo do par de elétrons e apontando para o 
centro deficiente em elétrons que atrai esse par de elétrons. 
Por exemplo, a formação de imina, uma reação bioquimiea- 
mente importante entre uma amina e um aldeído ou cetona, 
é representada conforme segue: 

* R— N— C— -OH 
H R 

Intermediário 
carbinolamina 

r H + 

1 r 

R' 

+ / 

R — N=C + HnO 

I \ 

H R" 

Imina 


— \ R \ n 

R — NH 2 C = 0 

/ 

R" 

Amina Aldeído 

ou 

cetona 


Na primeira etapa da reação, o par eletrônico não comparti- 
lhado da amina é adicionado ao átomo de carbono, deficien- 
te em elétrons, da carbonila, enquanto um par de elétrons de 
sua ligação dupla C=0 é transferido para o átomo de oxigê- 
nio. Na segunda etapa, o par de elétrons não compartilhado 
no átomo de nitrogênio é adicionado ao átomo de carbono 
deficiente em elétrons, com eliminação de água. Em todos 
os momentos, as regras de razões químicas prevalecem: por 
exemplo, nunca há cinco ligações em um átomo de carbono 
ou duas ligações em um átomo de hidrogênio. 

B. Reações de transferência de grupos 

As transferências de grupos que ocorrem em sistemas bioquí- 
micos envolvem a transferência de um grupo eletrofílico de 
um nucleófilo para outro: 

„ — 0 

Y: " ^ A— X - Y— A 4- X: 

Nucleófilo Eletrófilo- 

nucleófilo 

Essas reações poderiam igualmente ser chamadas de rea- 
ções de substituição nucleofílica. Os grupos mais comumente 
transferidos em reações bioquímicas são os grupos acila, fos- 
forila e glicosila (Fig. 16.6): 
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FIGURA 16.6 Tipos de reações metabólicas de transferência de grupos, (a) A transferência de grupos acila envolve a adição de 
um nucleófilo (Y) ao átomo de carbono eietrofüico de um composto acila, para formar um intermediário tetraédrico. O carreador 
original da acila (X) é então expelido, para formar um novo composto acilado. (b) A transferência de grupos fosforila envolve a 
adição em linha (com o grupo que está saindo) de um nucleófilo ( Y) ao átomo de fósforo eletrofílico de um grupo fosforila tetra- 
édrico. Isso produz um intermediário em forma de bipirâmide trigonal, cujas posições apicais são ocupadas pelo grupo que está 
saindo (X) e pelo grupo que ataca ( Y). A eliminação do grupo que sai para completar a reação de transferência resulta na inversão 
da configuração do grupo fosforila. (c) A transferência de grupos glicosila envolve a substituição de um grupo nucleófilo por outro, 
no Cl do anel do açúcar. Essa reação normalmente ocorre via um mecanismo de duplo deslocamento, no qual a eliminação do car- 
reador original da glicosila (X) é acompanhada pela formação intermediária de um carbocátion estabilizado por ressonância (íon 
oxônio), seguindo-se a adição do nucleófilo (Y). A reação também pode ocorrer via um mecanismo de deslocamento simples, no 
qual o Y desloca diretamente o X, com a inversão da configuração. 
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1. A transferência de grupos acila de um nucleófilo para 
outro envolve, quase invariavelmente, a adição de um nu- 
cleófilo ao átomo de carbono carbonila da acila, de modo a 
formar um intermediário tetraédrico (Fig. 16.6a). A hidrólise 
de ligações peptídicas, como a catalisada, por exemplo, pela 
quimotripsina (Seção 15.3C), é um exemplo conhecido de tal 
reação. 

2. A transferência de grupos fosforila ocorre por meio da 
adição de um nucleófilo ao átomo de fósforo do grupo fosfo- 
rila, produzindo um intermediário bipiramidal trigonal, cujos 
vértices estão ocupados pelos grupos que estão sendo adicio- 
nados e pelos que estão deixando o composto (Fig. 16.6 b). A 
reação global resulta na inversão da configuração do tetrae- 
dro do grupo fosforila. De fato, tem sido demonstrado que 
compostos fosforila quirais sofrem tal inversão. Por exemplo, 
Jeremy Knowles sintetizou ATP tomado quiral em seu gru- 
po y-fosforila por substituição isotópica, e demonstrou que 
este grupo é invertido em sua transferência para a glicose na 
reação catalisada pela hexodnase (Fig. 16.7). 

3. A transferência de grupos glicosila envolve a substitui- 
ção de um grupo nucleofüico por outro no Cl do anel de um 
açúcar (Fig. 16.6c). Esse carbono é o carbono central de um 
acetal. Modelos químicos de reações de acetais ocorrem ge- 
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FIGURA 16.7 A reação de transferência de grupo fosforila, 
catalisada pela hexodnase. Durante sua transferência para a 
6-OH da glicose, o grupo y-fosforila do ATP, tornado quirálico 
por substituição isotópica, sofre inversão da configuração, via 
um intermediário em bipirâmide trigonal. 


ralmente por meio de clivagem por catálise ácida da primeira 
ligação para produzir um carbocátion em Cl (um íon oxô- 
nio), estabilizada por ressonância. A hidrólise catalisada pela 
lisozima dos polissacarídeos da parede celular bacteriana 
(Seção 15.2Bb) é uma reação desse tipo. 

C. Oxidações e reduções 

Reações de oxidação-redução (redox) envolvem a perda ou 
ganho de elétrons. A termodinâmica dessas reações é discuti- 
da na Seção 16.5. Muitas das reações redox que ocorrem nas 
vias metabóücas envolvem a clivagem de ligação C-H, com a 
perda, ao final, de dois elétrons ligados ao átomo de carbo- 
no. Esses elétrons são transferidos a um aceptor de elétrons, 
como o NAD (Fig. 13.2). Não foi ainda estabelecido rigoro- 
samente se essas reações envolvem a clivagem homolítica ou 
heterolítica da ligação. Na maior parte dos casos, presume-se 
que ocorra a divagem heterolítica, quando espécies radicais 
não são observadas. É útil, no entanto, visualizar reações 
redox de clivagem da ligação C-H como transferências de 
hidreto, como diagramado abaixo para a oxidação de um ál- 
cool pelo NAD r : 



Base Álcool NAD + 

geral 


v 


E“H r + 


R 

/ 

0=C + 

\ 

R 


Base Cetona 

geral 


O 

i-r T-r li 



R 

NADH 


Nos organismos aeróbios, o aceptor final para os pares 
de elétrons removidos dos metabólitos por sua oxidação é 
o oxigênio molecular (0 2 ). Deve-se lembrar que essa mo- 
lécula é uma espécie dirradical em seu estado basal, cujos 
elétrons não p areados possuem spins paralelos. As regras 
de pareamento de elétrons (o princípio de exclusão de 
Pauli), portanto, determinam que o 0 2 pode aceitar apenas 
elétrons não pareados, ou sej a, os elétrons devem ser trans- 
feridos para o 0 2 um de cada vez (ao contrário de proces- 
sos redox nos quais os elétrons são transferidos em pares). 
Os elétrons que são removidos dos metabólitos em pares 
devem, portanto, ser transferidos ao 0 2 pela cadeia de 
transporte de elétrons, um de cada vez. Isso é conseguido 
por meio da utilização de coenzimas conjugadas que apre- 
sentam estados de oxidação com radicais estáveis e podem, 
portanto, sofrer reações redox tanto com le~ quanto com 
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P 

O 



7,8-Dimetilisoaloxazina 



Flavina adenina dinucleotídeo (FAD) 
(forma oxidada ou quinona) 

A 


H 3 C 


H 3 C 


FADH 2 (forma reduzida ou hidroquinona) 


FIGURA 16.8 Fórmula molecular e reações da coenzima FAD. O termo “flavina” é sinônimo de sistema isoaloxazina. O resíduo 
D-ribitol é derivado do álcool do açúcar D-ribose. O FAD pode apresentar-se semirreduzido, dando o radical estável FADH*, ou 
completamente reduzido, dando FADH 2 (quadros). Consequentemente, diferentes enzimas contendo FAD fazem um ciclo entre 
os diferentes estados de oxidação do FAD. Em geral, o FAD apresenta-se ligado firmemente às suas enzimas, de modo que essa 
coenzima, via de regra, é um grupo prostético e não um cossubstrato, como é o caso do NAD 1 , por exemplo. Consequentemente, 
embora o ser humano e outros animais superiores sejam incapazes de sintetizar o componente isoaloxazina das flavinas e, portanto, 
devam obtê-lo em suas dietas (p. ex., na forma de riboflavina [vitamina B 2 ]), a deficiência em riboflavina é bastante rara no ho- 
mem. Os sintomas de deficiência em riboflavina, que estão associados com desnutrição geral ou dietas bizarras, incluem inflamação 
da língua, lesões nos cantos da boca e dermatite. 


2e~. Uma dessas coenzimas é a flavina-adenina-dinudeo- 
tídeo (FAD: Fig. 16.8). Flavinas (substâncias que contêm 
o anel isoaloxazina) podem sofrer duas trasnferências se- 
quenciais de um elétron ou uma transferência simultânea 
de dois elétrons, em que não ocorre o estado intermediário 
de semiquinona. 

D. Eliminações, isomerizações e rearranjos 

a. Reações de eliminação formam ligações duplas carbono - 
carbono 

Reações de eliminação resultam na formação de uma liga- 
ção dupla entre dois centros previamente saturados com li- 
gações simples. As substâncias eliminadas podem ser h 2 o, 
NHj, um álcool (ROH) ou uma amina primária (RNH 2 ). A 
desidratação de um álcool, por exemplo, é uma reação de 
eliminação: 


H H RH 

I ! \ / 

R— C— C— R' *- C=C + H 2 0 

il / \ 

H OH H R' 

A quebra e o estabelecimento de ligações nessa rea- 
ção pode ocorrer por meio de um de três mecanismos (Fig. 
16.9a): (1) em concerto; (2) em passos, com a ligação C — O 
sendo quebrada inicialmente para formar um carbocátion; 
ou (3) em passos, com a ligação C — H sendo quebrada ini- 
cialmente para formar um carbânion. 

As enzimas catalisam reações de desidratação por meio 
de um dos dois mecanismos simples a seguir: (1) protonação 
do grupo OH por um grupo ácido (catálise ácida) ou (2) abs- 
tração do próton por um grupo básico (catálise básica). Além 
disso, em uma reação que ocorre em passos sequenciais, o 
intermediário carregado pode ser estabilizado por um grupa- 
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FIGURA 16.9 Possíveis mecanismos de reações de elimina- 
ção, utilizando como exemplo a reação de desidratação. As 

reações podem apresentar-se (a) combinadas, passo a passo, via 
formação de um intermediário carbocátion, ou passo a passo, 
via um intermediário carbânion; e podem ocorrer com ( b ) este- 
reoquímica trans (anti) ou cis (syn). 


mento com carga oposta no sítio ativo (catálise eletrostática). 
A enzima glicolítica enolase (Seção 17.21) e a enzima do ciclo 
do ácido cítrico fumarase (Seção 21. 3G) catalisam tais rea- 
ções de desidratação. 

As reações de eliminação podem seguir uma de duas 
possíveis vias estereoquímicas (Fig. 16.9b): (1) trans (anti) 
eliminações, o mecanismo bioquímico habitual e (2) cis (sin) 
eliminações, que são menos comuns bioquimicamente. 

b. Isomerizações bioquímicas envolvem transferências 
Intramoleculares de átomos de hidrogênio 
Reações de isomerização na bioquímica envolvem a transfe- 
rência intramolecular de um átomo de hidrogênio, de modo 
a trocar a localização de uma ligação dupla. Em tal processo, 
um próton é removido de um átomo de carbono e adicionado 
a outro. A reação de isomerização mais comumente observa- 
da no metabolismo é a interconversão aldose-cetose, uma rea- 
ção que ocorre por meio de catálise básica, via intermediários 
ânion enediolato (Fig. 16.10). A enzima glicolítica fosfoglicose 
isomerase catalisa uma reação desse tipo (Seção 17.2B). 

A racemização é uma reação de isomerização, na qual 
um átomo de hidrogênio troca sua posição estereoquímica 


H 

H— C“0 — H 
B: + C=0 

R 



Cetose 


Intermediários cis -enedíolatos 


FIGURA 16.10 Mecanismo de isomerização aldose-cetose. A 

reação ocorre com catálise acidobásica e é realizada via inter- 
mediários di-enediolatos. 


no único centro quiral de uma molécula, de forma a inverter 
esse centro quiral (p. ex., a racemização da prolina pela pro- 
lina racemase; Seção 15.1Fa). Essa isomerização é denomi- 
nada epimerização em uma molécula com mais de um centro 
quiral. 

c. Os rearranjos alteram os esqueletos de carbono 
Reações de rearranjo quebram e reestabelecem ligações 
C-C, de modo a rearranjar o esqueleto carbônico de uma mo- 
lécula. Há poucas reações metabólicas desse tipo. Uma delas 
é a conversão do L-metil-malonil-CoA em succinil-CoA pela 
metil-malonil-CoA mutase, uma enzima cujo grupo prostéti- 
co é um derivado da vitamina B 12 : 
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c c 

Esta reação está envolvida na oxidação de ácidos graxos 
com número ímpar de átomos de carbono (Seção 25.2Ec) e 
de diversos aminoácidos (Seção 26.3Ec). 

E. Reações que estabelecem e que quebram ligações 
carbono-carbono 

Reações que estabelecem e que quebram ligações carbono- 
- carbono formam a base do metabolismo de degradação e 
de biossíntese. A quebra da glicose até C0 2 envolve cinco 
dessas clivagens, enquanto sua síntese envolve o processo 
reverso. Tais reações, consideradas no sentido da síntese, 
envolvem a adição de um carbânion nucleofílico a um áto- 
mo de carbono eletrofüico. Os átomos de carbono eletrofí- 
licos mais comuns nessas reações são os átomos de carbono 
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com hibridização sp 2 , de carbonilas de aldeídos, cetonas, 
ésteres e C0 2 : 


1 


\ 


1 1 

cr ^ 


c o — 



C C- OH 



/ 




Carbânions estabilizados devem ser gerados para serem adi- 
cionados a esses centros eletrofílicos. Três exemplos são a 
condensação aldólica (catalisada, p. ex., pela aldolase; Seção 
17.2D), a condensação de ésteres de Claisen (citrato sintase; 
Seção 21 .3 A) e a descarboxilação de p-ce to ácidos (isocitra- 
to-desidrogenase; Seção 21.3C; e a sintase dos ácidos graxos; 


Seção 25 .4C). Em sistemas não enzimáticos, tanto a conden- 
sação aldólica quanto a condensação de ésteres de Claisen 
envolvem a geração, por catálise básica, de um carbânion ct 
a um grupo carbonila (Fig. 16.11a, b). O grupo carbonila é 
atrator de elétrons e assim fornece estabilização por resso- 
nância, formando um enolato (Fig. 16.12a). O enolato pode 
ser ainda mais estabilizado pela neutralização de sua carga 
negativa. Enzimas o fazem por meio de ligações de hidrogê- 
nio ou de protonação (Fig. 16.126), conversão de um grupo 
carbonila em uma base de Schiff protonada (catálise covalen- 
te; Fig. 16.12c) ou por ligação coordenada a um íon metálico 
(catálise por íon metálico; Fig. 16.12d). A descarboxilação de 
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FíGURA 16.11 Exemplos de reações de formação e de clivagem de ligações C — C. {á) Condensação aldólica, (6) condensação 
de éster de Claisen e (c) descarboxilação de um p-cetoãcido. Todos os três tipos de reações envolvem a produção de um carbânion 
com estabilização por ressonância, seguida pela adição desse carbânion a um centro eletrofílico. 
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FIGURA 16.12 Estabilização de carbânions. (a) Carbânions 
adjacentes a grupos carbonila são estabilizados pela formação 
de enolatos. (6) Carbânions adjacentes a grupos carbonila 
unidos por ligações de hidrogênio a ácidos em geral são esta- 
bilizados eletrostaticamente ou por neutralização de carga, (c) 
Carbânions adjacentes a iminas protonadas (bases de Schiff) 
são estabilizados pela formação de enaminas. (d) Ions metáli- 
cos estabilizam carbânions adjacentes a grupos carbonila pela 
estabilização eletrostática do enolato. 


um p-cetoácido não requer catálise básica para a produção 
de um carbânion estabilizado por ressonância; a formação al- 
tamente exoergônica de C0 2 fornece a força que impulsiona 
essa reação (Fig. 16.11c). 


3 ABORDAGENS EXPERIMENTAIS PARA 0 ESTUDO 
DO METABOLISMO 


samente elaborada rede de processos regulatórios torna as 
vias metabólicas notavelmente sensíveis às necessidades do 
organismo; os produtos de uma via geralmente ocorrem na 
medida do necessário. 

Como se pode imaginar, a elucidação de uma via meta- 
bólica em todos esses níveis é um processo complexo, envol- 
vendo contribuições de várias disciplinas. A maior parte das 
técnicas utilizadas para tal envolvem, de certo modo, pertur- 
bações do sistema e a observação dos efeitos dessa pertur- 
bação sobre o crescimento ou sobre a produção de interme- 
diários metabólicos. Uma dessas técnicas é a utilização de 
inibidores metabólicos que bloqueiam vias metabólicas em 
passos enzimáticos específicos. Outra, é o estudo de anorma- 
lidades genéticas que interrompem vias metabólicas específi- 
cas. Também foram desenvolvidas técnicas para a dissecção 
dos organismos em seus órgãos componentes, assim como 
tecidos, células e organelas subcelulares, e para a purifica- 
ção e identificação de metabólitos, assim como das enzimas 
que catalisam suas interconversões. A utilização de isótopos 
como traçadores para seguir as vias de determinados áto- 
mos e moléculas pelo labirinto metabólico tornou-se rotina. 
Técnicas utilizando ressonância magnética (RM) são capazes 
de seguir metabólitos de forma não invasiva, enquanto eles 
reagem in vivo. Esta seção descreve brevemente o uso dessas 
várias técnicas. 

A. Inibidores metabólicos, estudos de crescimento e 
genética bioquímica 

a. intermediários de vias metabõilcas acumulam-se na 
presença de inibidores metabólicos 
A primeira via metabólica a ser completamente traçada foi a 
conversão de glicose em etanol em fungos, por meio de um 
processos conhecido como glicólise (Seção 17.1A). Durante 
esses estudos, descobriu-se que certas substâncias, denomi- 
nadas inibidores metabólicos, bloqueavam a via em pontos 
específicos, causando, portanto, o acúmulo dos intermediá- 
rios precedentes. Por exemplo, o iodoacetato faz os extratos 
de fungos acumular frutose 1,6-bifosfato, enquanto o fluore- 
to causa o acúmulo de dois ésteres de fosfato, o 3-fosfogli- 
cerato e o 2-fosfoglicerato. O isolamento e a caracterização 
desses intermediários foi vital para a elucidação da via glico- 
lítica: a intuição química combinada com essa informação le- 
vou à previsão dos passos intermediários dessa via. Ao final, 
demonstrou-se que cada uma das reações propostas ocorre in 
vitro, catalisada por uma enzima purificada. 


Uma via metabólica pode ser compreendida em diferentes 
níveis: 

1. Em termos da sequência de reações pelas quais um de- 
terminado nutriente é convertido em produto final, e da 
energia dessas conversões. 

2. Em termos dos mecanismos pelos quais cada intermediá- 
rio é convertido em seu sucessor. T al análise requer o isola- 
mento e a caracterização das enzimas específicas que catali- 
sam cada reação. 

3. Em termos dos mecanismos de controle que regulam o 
fluxo dos metabólitos pela via. Uma complexa e cuidado- 


b. Defeitos genéticos também causam o acúmulo de 
intermediários metabólicos 

A observação de Archibald Garrod, no início do século XX, 
de que doenças genéticas humanas são consequência de defi- 
ciências em enzimas específicas (Seção 1 .4Cd) também con- 
tribuiu para a elucidação de vias metabólicas. Por exemplo, 
após a ingestão de fenilalanina ou de tirosina, indivíduos com 
a condição herdada, basicamente sem grandes consequên- 
cias, denominada alcaptonuria excretam ácido homogentísi- 
co na urina (Seção 26.3Hd), o que não ocorre em indivíduos 
normais. Isso ocorre porque o fígado de alcaptonúricos é de- 
ficiente em uma enzima que catalisa a degradação do ácido 
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homogentísico. Uma outra doença genética, a fcnilcctonúria 
(Seção 26.3Hd), resulta no acúmulo de fenilpiruvato na uri- 
na (essa doença, se não for tratada, causa grave deficiência 
intelectual em crianças). A fenilalanina e o fenilpiruvato in- 
geridos aparecem como fenilpiruvato na urina de indivíduos 
afetados, enquanto a tirosina é metabolizada normalmente. 
Os efeitos dessas duas anormalidades sugeriram a via para o 
metabolismo da fenilalanina, diagramada na Fig. 16.13. No 
entanto, a suposição de que fenilpiruvato, e não tirosina, es- 
tivesse na via normal do metabolismo da fenilalanina (o que 
era sugerido pelo fato do fenilpiruvato acumular-se na urina 
de fenilcetonúricos) mostrou ser incorreta. Isso ilustra as ar- 
madilhas de construir uma base apenas em bloqueios meta- 
bólicos e a consequente expansão do uso de intermediários 
como indicadores de uma via metabólica. Neste caso, a for- 
mação de fenilpiruvato foi posteriormente demonstrada sur- 
gir de uma via normalmente pouco importante, que torna-se 
significativa apenas quando a concentração de fenilalanina 
for anormalmente alta, como ocorre em fenilcetonúricos. 


c. Bloqueios metabólicos podem ser produzidos por 
manipulação genética 

Os primeiros estudos metabólicos levaram à espantosa des- 
coberta de que as vias metabólicas básicas são essencialmente 
idênticas na maioria dos organismos . Essa uniformidade meta- 
bólica facilitou enormemente o estudo das reações metabólicas. 
Uma mutação que inativa ou suprime uma enzima em uma via 
de interesse pode ser facilmente produzida em microrganismos 
de reprodução rápida pela utilização de mutágenos (agentes 
químicos que induzem mudanças genéticas; Seção 32.1 A), raios 
X ou técnicas de engenharia genética (Seção 5.5). Os mutan- 
tes desejados são identificados por sua necessidade do produto 
final da via para o crescimento. Por exemplo, George Beadle 
e Edward Tatum propuseram uma via para a biossíntese da 
arginina no fungo Neurospora crassa, com base em suas análi- 
ses de três mutantes auxotróficos (mutantes que necessitam de 
um determinado nutriente para crescer) que necessitavam de 
arginina, os quais foram isolados após irradiação com raios X 
(Fig. 16.14). Este trabalho, que foi um marco no estudo das vias 
metabólicas, também demonstrou de forma conclusiva que as 
enzimas são especificadas por genes (Seção 1.4Cd). 
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d. Manipulações genéticas de organismos superiores 
fornecem novas concepções metabólicas 
Organismos transgênicos (Seção 5.5H) constituem fontes 
valiosas para o estudo do metabolismo. Eles podem ser uti- 
lizados tanto para criar bloqueios metabólicos quanto para 
expressar genes em tecidos onde normalmente não são expres- 
sos. Por exemplo, a creatina-cinase catalisa a formação de 
fosfocreatina (Seção 16.4Cd), uma substância que funciona 
na produção rápida de ATP quando seu suprimento estiver 
baixo. Esta enzima está presente, normalmente, em muitos 
tecidos, inclusive encéfalo e músculo, mas não no fígado. A 
introdução do gene que codifica a creatina-cinase no fígado 
de um camundongo fez com que o fígado sintetizasse fosfo- 
creatina quando o camundongo foi alimentado com creatina, 
o que foi demonstrado por técnicas de localização in vivo, por 
RM (Fig. 16.15; RM é discutida a seguir). A presença de fos- 
focreatina no fígado de um camundongo transgênico protege 
o animal contra a queda brusca na [ATP] , que normalmen- 
te é causada por sobrecarga de frutose (Seção 17.5Aa). Essa 
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FIGURA 16.13 Vias de degradação da fenilalanina. Inicial- 
mente, houve a hipótese de que o fenilpiruvato era um inter- 
mediário da via de degradação da fenilalanina, em função da 
observação de que fenilcetonúricos excretavam a fenilalanina 
e o fenilpiruvato ingeridos como fenilpiruvato. Estudos pos- 
teriores, entretanto, demonstraram que o fenilpiruvato não é 
precursor do homogentisato; em vez disso, observou-se que a 
produção de fenilpiruvato é significativa apenas quando a con- 
centração de fenilalanina é anormalmente alta. A tirosina, por 
sua vez, é o produto normal da degradação da fenilalanina. 


Bioquímica 571 


X 

Mutante 1 


NH. 

CH t 


+ 


ca 


ca 


x 


Mutante 2 


H— C— NH. 


H— 


Na 

I 

c=o 

NH 

I 

ca 

I 

ca 

I 

ch 2 

i 

C— NH 


X 


Mutante 3 


COO 


COO 


H 


nh 2 

C— NH 
NH 

çh 2 

çh 2 

ch 2 

I 

c— NH 

COO 


Omitina 


Citrulina 


Arginina 


FIGURA 16.14 Via de biossíntese de arginina, indicando as posições de bloqueios genéticos. Todos esses mutantes crescem na 
presença de arginina, mas o mutante 1 também cresce na presença dos a-aminoácidos citrulina e omitina (que não são aminoáci- 
dos-padrão) e o mutante 2 cresce na presença de citrulina. Isso ocorre porque no mutante 1 uma enzima que leva à produção de or- 
niüna está ausente, mas as enzimas seguintes na via são normais. No mutante 2, a enzima que catalisa a produção de citrulina está 
deficiente, enquanto no mutante 3 uma enzima envolvida na conversão de citrulina em arginina está ausente. 


técnica de manipulação genética está sendo utilizada para o 
estudo de mecanismos de controle metabólico in vivo. 

Vias metabólicas são reguladas pelo controle da atividade 
de enzimas regulatórias (Seções 17.4 e 18.3) e pelo controle de 



FIGURA 16.15 Expressão da crcatina-cinase no fígado de 
camundongo transgenico, demonstrada por meio de ~ P RM, 
localizada in vivo. ( a ) O espectro de um fígado de camundon- 
go normal, após o animal ter sido alimentado com uma dieta 
suplementada com 2% de creatina. Estão marcados os picos 
correspondentes ao fosfato inorgânico (P,), aos grupos fosforila 
a, p e "y do ATP e a fosfomonoésteres (PME, de phosphomono- 
esters). (b) O espectro de um fígado de um camundongo trans- 
gênico para creatina-cinase que foi alimentado com uma dieta 
suplementada contendo 2% de creatina. O pico da fosfocreati- 
na está marcado como PCr. (Segundo Koretsky, A.P., Brosnan, 
M.J., Chen, L., Chen, J., e Van Dyke, T.A., Proc. Natl. Acad. 

Sei. 87, 3114 [1990].) 


suas concentrações no nível da expressão gênica (Seções 31.3, 
32.4 e 34.3). A importante questão a respeito de como os hor- 
mônios e a dieta controlam os processos metabóücos no nível 
da expressão gênica está sendo investigada com a utilização de 
animais transgênicos. Genes-repórter (genes cujos produtos 
são facilmente detectados; Seção 5.5Gd) são colocados sob a 
influência de promotores (elementos gênicos que regulam o 
início da transcrição; Seção 5.5 Aa), que controlam a expressão 
de enzimas regulatórias específicas, e o gene composto resul- 
tante é expresso nos animais. Animais transgênicos podem en- 
tão ser tratados com hormônios e/ou dietas específicos e a pro- 
dução do produto do gene-repórter é medida. Por exemplo, em 
uma investigação realizada por Richard Hanson, o promotor 
da enzima fosfoenolpiruvato-carboxicinase (PEPCK) foi liga- 
do ao gene estrutural que codifica o hormônio do crescimento 
(GH). A PEPCK, uma importante enzima regulatória da glico- 
neogênese (a síntese de glicose a partir de precursores não gli- 
cídicos; Seção 23.1), está normalmente presente no fígado e nos 
rins, mas não no sangue. O GH, entretanto, é secretado para 
o sangue, e sua presença pode ser facilmente quantificada por 
Elisa (Seção 6.1Da). Camundongos transgênicos para PEPCK/ 
GH receberam dietas ou contendo alto conteúdo de carboi- 
dratos e pouca proteína ou alto conteúdo de proteína e pouco 
carboidrato, as quais sabe-se que, respectivamente, diminuem 
ou aumentam a atividade da PEPCK. GH em concentrações 
altas foi detectado apenas no soro de camundongos PEPCK/ 
GH que receberam a dieta hiperproteica, indicando, portanto, 
que o GH foi sintetizado sob o controle pela dieta, o mesmo 
controle expresso pelo gene normal da PEPCK. Desse modo, 
a atividade da PEPCK em camundongos PEPCK/GH pode ser 
monitorada continuamente, embora de forma indireta, por en- 
saios de GH no soro (a medida direta da atividade da PEPCK 
no fígado ou nos rins de camundongos requer o sacrifício do 
animal e, portanto, pode ser feita apenas uma vez). Tal utiliza- 
ção de um gene-repórter provou ser de grande valia no estudo 
do controle genético do metabolismo. 

Técnicas modernas também tomaram possível inserir uma 
mutação que inativa ou suprime uma enzima ou proteína de 
controle em uma via de interesse em organismos superiores tais 
como os camundongos (camundongos nocaute; Seção 5.5H). 
Camundongos nocaute têm se mostrado úteis para o estudo de 
mecanismos de controle metabólico. Por exemplo, acredita-se 
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que a atividade da PEPCK seja controlada apenas pelo aumen- 
to ou pela diminuição de sua disponibilidade. A dieta afeta sua 
produção, como foi visto. Entretanto, esse controle com base 
na demanda é sobreposto à regulação da produção da PEPCK 
estabelecida pelo desenvolvimento. A enzima não é produzida 
no início da embriogênese, aparecendo apenas quando o nas- 
cimento está próximo e a gliconeogênese se toma necessária 
para suprir a glicose, anteriormente disponível in utero. Uma 
das proteínas possivelmente responsáveis pela regulação da 
produção da PEPCK durante o desenvolvimento é a proteína 
a facílitadora de ligação em CCAÁT (C/PFLot ou C/EBPa, 
do inglês enhancer-binding protein a) , um fator de transcrição 
(Seção 5.4Aa; a regulação transcricional em eucariotos é discu- 
tida na Seção 34.3B). Camundongos recém-nascidos, homozi- 
gotos para a supressão do gene c/ebpa (camundongos nocau- 
te c/ebpa ) não produzem C/EBPa e, portanto, não produzem 
PEPCK. Consequentemente, seus fígados não podem sintetizar 
a glicose necessária para manter níveis adequados de glicose 
no sangue quando forem desconectados da circulação materna. 
De fato, esses camundongos tomam-se tão hipoglicêmicos, que 
morrem dentro de 8 horas após o nascimento. Fica evidente 
que a C/EBP a desempenha um papel importante na regulação 
da produção da PEPCK durante o desenvolvimento. 

B. Os isótopos na bioquímica 

A marcação específica de metabólitos, de modo que suas 
interconversões possam ser rastreadas, é uma técnica indis- 
pensável para a elucidação de vias metabólicas. Franz Knoop 
elaborou esta técnica em 1904, para estudar a oxidação dos 
ácidos graxos. Ele alimentou cães com ácidos graxos marca- 
dos quimicamente com grupos fenila e isolou os produtos fi- 
nais com substituintes fenila encontrados na urina. A partir 
das diferenças observadas nesses produtos quando o mate- 
rial de partida com substituintes fenila continha átomos de 
carbono em número par ou ímpar, ele deduziu que os ácidos 
graxos são degradados em unidades de 2C (Seção 25.2). 

a. Os isótopos marcam especificamente as moléculas, sem 
alterar suas propriedades químicas 
A marcação química tem a desvantagem de que as proprie- 
dades químicas dos metabólitos marcados diferem daquelas 
dos metabólitos normais. Esse problema é eliminado pela 
marcação das moléculas de interesse com isótopos (átomos 
com o mesmo número de prótons, mas um diferente número 
de nêutrons em seus núcleos). Deve-se lembrar que as pro- 
priedades químicas de um elemento são consequência de sua 
configuração eletrônica, a qual, por sua vez, é determinada 
por seu número atômico e não por sua massa atômica. O des- 
tino metabólico de um determinado átomo em um metabóli- 
to pode então ser determinado marcando-se isotopicamente 
aquela posição e seguindo-se seu progresso pela via metabó- 
lica de interesse. Desse modo, o advento da marcação iso- 
tópica e de técnicas de rastrear-se o destino de metabólitos, 
iniciado na década de 1940, revolucionou o estudo do meta- 
bolismo. (Efeitos isotópicos, que são mudanças nas veloci- 
dades de reação em virtude da diferença de massas entre os 
isótopos, são, na maior parte dos casos, desprezíveis. Quando 
são significativos, especialmente no caso do hidrogênio e 
seus isótopos deutério e trítio, têm sido utilizados para me- 
lhor compreender mecanismos de reações enzimáticas.) 


b. A RM pode ser utilizada para o estudo do metabolismo em 
animais intactos 

A ressonância magnética (RM) detecta isótopos específicos 
em função de seus spins nucleares característicos. Entre os 
isótopos que podem ser detectados pela RM estão o H, o 13 C 
e o 31 P. Uma vez que o espectro de RM de um determinado 
núcleo varia com sua vizinhança imediata, é possível identi- 
ficar os picos correspondentes a átomos específicos, mesmo 
em misturas relativamente complexas. 

O desenvolvimento de magnetos grandes o suficiente para 
acomodar animais e humanos e para localizar espectros de de- 
terminados órgãos tornou possível o estudo não invasivo de 
vias metabólicas usando-se técnicas de RM. Desse modo, RM 
do 31 P pode ser utilizada para estudar o metabolismo energéti- 
co no músculo, monitorando os níveis de ATP, ADP, fosfato 
inorgânico e fosfocreatina (Fig. 16.15). Na verdade, um sistema 
de RM do 31 P foi patenteado para medir a eficiência metabólica 
muscular e a potência máxima de cavalos de corrida enquanto 
estão caminhando ou correndo em uma esteira motorizada, a 
fim de identificar animais promissores e avaliar a eficácia de 
seus programas nutricionais e de treinamento. 

A marcação isotópica de átomos específicos em metabó- 
litos com C (o qual apresenta uma abundância natural de 
apenas 1,10%) permite que o percurso metabólico dos átomos 
marcados seja seguido pela RM do 13 C. A Figura 16.16 mostra 
um espectro in vivo de RM do 13 C de um fígado de rato antes e 
após uma injeção de D-[l- L, C]glicose. O 1J C pode ser observa- 
do entrando no fígado e então sendo convertido em glicogênio 
(a forma de armazenamento da glicose; Capítulo 18). Técnicas 
de RM do H estão sendo utilizadas para determinar os níveis 
in vivo de uma variedade de metabólitos em tecidos, tais como 
o tecido nervoso e o tecido muscular. 

c. A detecção de isótopos radioativos 

Todos os elementos apresentam isótopos. Por exemplo, a 
massa atômica do cloro de ocorrência natural é 35,45 D, pois, 
pelo menos na Terra, ele é uma mistura de 55% de 35 C1 e 
45% de 36 C1 (outros isótopos do Cl estão presentes em quan- 
tidades traço, apenas). Isótopos estáveis são geralmente 
identificados e quantificados por espectrometria de massa 
ou técnicas de RM. Muitos isótopos, entretanto, são instá- 
veis; eles sofrem decaimento radioativo, um processo que 
envolve a emissão, pelos núcleos radioativos, de partículas 
subatômicas como núcleos de hélio (partículas a), elétrons 
(partículas (S) e/ou fótons (radiação y). Núcleos radioativos 
emitem radiação com energias características. Por exemplo, 
3 H, l4 C e 32 P, todos emitem partículas |3, mas com energias 
de 0,018, 0,155 e 1,71 MeV, respectivamente. A radiação do 
32 P é, portanto, altamente penetrante, enquanto aquelas do 
3 H e do 14 C não o são. (Ainda assim, H e 14 C, como todos 
os isótopos radioativos, devem ser manipulados com grande 
cuidado, pois podem causar danos genéticos com a ingestão.) 

A radiação pode ser detectada por meio de várias técni- 
cas. As mais comumente utilizadas em investigações bioquí- 
micas são a contagem proporcional (conhecida na sua forma 
mais simples como contagem Geiger), a contagem por cinti- 
lação líquida e a autorradiografia. Contadores proporcionais 
detectam eletronicamente as ionizações causadas pela pas- 
sagem de radiação em um gás. Além disso, também podem 
discriminar entre partículas de diferentes energias e, assim, 
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FIGURA 16.16 Conversão de |1- 13 C | glicose a 
glicogênio, observada por U C RM, localizada in 
vivo. («) Abundância natural no espectro 13 C 
RM do fígado de um rato vivo. Observe a resso- 
nância correspondente ao Cl do glicogênio. ( b ) 
Espectro C RM do fígado do mesmo rato —5 
minutos após uma injeção intravenosa de 100 
mg de [1- L C] glicose (90% enriquecida). As res- 
sonâncias dos átomos Cl de a e (3 anômeros da 
glicose são claramente distinguíveis uma da outra 
e da ressonância do átomo Cl do glicogênio. 

(c) Espectro C RM do fígado do mesmo rato 
—30 minutos após a injeção de [l- 'C]glicose. As 
ressonâncias de Cl de a e (3 anômeros da glicose 
estão muito reduzidas, enquanto a ressonância 
de Cl do glicogênio aumentou. (Segundo Reo, 
N.V., Siegfried, B.A., e Acherman, J.J.H., J. Biol. 
Chem. 259, 13665 [1984].) 


detectar simultaneamente as quantidades de dois ou mais di- 
ferentes isótopos presentes. 

Embora contadores proporcionais sejam relativamen- 
te simples de serem utilizados, as radiações de dois dos isó- 
topos mais amplamente utilizados em análises bioquímicas, 
3 H e 14 C, apresentam poder de penetração insuficiente para 
entrar na câmara de detecção de um contador proporcional 
com razoável eficiência. Essa limitação é vencida por meio de 
contagem com cintilação líquida. Nessa técnica, uma amostra 
radioativa é dissolvida ou suspensa em uma solução contendo 
substâncias fluorescentes que emitem um pulso de luz quando 
atingidas pela radiação. A luz é detectada eletronicamente, de 
modo que o número de pulsos de luz podem ser contados. O 
núcleo emissor também pode ser identificado, pois a intensi- 
dade de um pulso luminoso é proporcional à energia da radia- 
ção (o número de moléculas fluorescentes excitadas por uma 
partícula radioativa é proporcional à energia da partícula). 

Na autorradiografia, a radiação é detectada pelo escure- 
cimento causado em um filme fotográfico. A amostra radio- 
ativa é colocada sobre ou, em alguns casos, misturada com a 
emulsão fotográfica e, após um tempo suficiente de exposi- 
ção (de minutos a meses), filme é revelado. A autorradiogra- 
fia é amplamente utilizada para localizar substâncias radioa- 
tivas em géis de poliacrilamida (p. ex., Fig. 6.27). Contadores 
de radiação sensíveis à posição (filmes eletrônicos) são em- 
pregados de modo semelhante. 

d. Isótopos radioativos apresentam meias-vidas 
características 

O decaimento radioativo é um processo randômico, cuja ve- 
locidade, para um dado isótopo, depende apenas do número 
de átomos radioativos presentes. Este é, portanto, um pro- 
cesso simples de primeira ordem, cuja meia-vida, t m , é uma 


função apenas da constante de velocidade, k, para o processo 
de decaimento (Seção 14.1Ba): 

ln 2 0,693 ,, ^ *n 

hn = -jr = -J- [14.5] 


TABELA 16.2 Alguns isótopos-traço bioquimicamente 

importantes 


Isótopos estáveis 

Núcleo Abundância na natureza ( % ) 


2 h 

0,012 


13 c 

1,07 


15 n 

0,36 


“O 

0,20 


Isótopos radioativos 


Núcleo 

Tipo de radiação 

Meia-vida 


P 

12,31 anos 

14 C 

P 

5.715 anos 

2 Na 

Pj 7 

2,60 anos 

32 p 

P 

14,28 dias 

3i s 

P 

87,2 dias 

45 Ca 

P 

162,7 dias 

“Co 

P,^ 

5.271 anos 

125j 

y 

59,4 dias 

m I 

P, y 

8,02 dias 


Fome: Holden, N.E., in Lide, D.R. (Ed.), Handbook of Chemistry and 
Physics (90th ed.), p. 11-51 a 266, CRC Press (2009-2010). 
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FIGURA 16.17 Origem metabólica dos átomos de nitrogênio no núcleo heme. Apenas [‘N] glicina, de muitos metabólitos marca 
dos com 13 N, é precursor do heme marcado com 15 N. 


Uma vez que k é diferente para cada isótopo radioativo, cada 
um deles apresenta uma meia- vida característica. As proprie- 
dades de alguns isótopos comumente utilizados em bioquí- 
mica estão listados na Tabela 16.2. 

e. Isótopos são indispensáveis para o estabelecimento 
das origens metabólicas de metabólitos complexos e de 
relações precursor-produto 

As origens metabólicas de moléculas complexas, tais como o 
heme, o colesterol e os fosfolipídeos, podem ser determinadas 
pela administração, a animais experimentais, de materiais pre- 
cursores marcados isotopicamente, isolando-se posteriormente 
os produtos resultantes. Um dos primeiros avanços na com- 
preensão do metabolismo, resultante da utilização de traçado- 
res isotópicos, foi a demonstração, por David Shemin e David 
Rittenberg, em 1945, que os átomos de nitrogênio do heme são 
derivados da glicina e não da amónia, do ácido glutâmico, da 
prolina ou da leucina ( Seção 26.4Aa). Eles o demonstraram 
alimentando ratos com esses nutrientes, marcados com 15 N, 
isolando o heme do sangue e analisando seu conteúdo de l3 N. 
Apenas quando os ratos eram alimentados com [ N] glicina é 
que o heme continha 1:, N (Fig. 16,17). Essa técnica foi também 
utilizada para demonstrar que todos os átomos de carbono do 
colesterol são derivados da acetil-CoA (Seção 25.6A). 

Traçadores isotópicos são também úteis para o estabele- 
cimento da ordem de aparecimento de intermediários meta- 
bólicos, as assim chamadas relações precursor-produto. Um 
exemplo de tal análise refere-se à biossíntese de fosfolipídeos 
complexos denominados plasmalogênios e alquilacilglicero- 


fosfolipídeos (Seção 25.8 Ab). Alquilacilglicerofosfolipídeos 
são éteres, enquanto os plasmalogênios, bastante relacio- 
nados estruturalmente, são éteres vinílicos. Sua semelhança 
estrutural levantou a interessante questão de suas relações 
biossintéticas: qual o precursor e qual o produto? Dois possí- 
veis modos para a síntese podem ser imaginados (Fig. 16.18): 

I. O material utilizado como precursor é convertido no 
éter vindico (plasmalogênio) , o qual é então reduzido para 
dar o éter (alquilacilglicerofosfolipídeo). Desse modo, o éter 
vindico seria o precursor e o éter seria o produto. 


Mat érias-p rimas 


Esquema I 


Esquema II 


CH, 


R 


-O — CH =CH 

Éter vinílico 

Redução 


R 


CH 2 — O — CH 2 — CH 2 — R' 

I Éter 

R 


CH 2 — O — CH 2 — CH 2 — R' 

Éter 

Oxidação 


R 


CH 2 — O — CH~CH — R' 

Éter vinílico 
R 


FIGURA 16.18 Duas possíveis vias para a biossíntese de fos- 
Iblipídeos contendo éter e éter vinílico. (I) O éter vinílico é o 
precursor, e o éter é o produto. (II) O éter é o precursor, e o 
éter vinílico é o produto. 
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n. O éter é formado inicialmente e então oxidado para pro- 
duzir o éter vinílico. O éter seria então o precursor e o éter 
vindico seria o produto. 

Relações precursor-produto podem ser mais facilmente 
elucidadas pela utilização de traçadores radioativos. Um pulso 
do material de partida (precursor) é administrado a um orga- 
nismo e as radioatividades específicas dos produtos metabó- 
licos resultantes são seguidas ao longo do tempo (Fig. 16.19): 

Precursor* — > A* —» B* — > Produtos subsequentes* 

(aqui, o * representa a marcação radioativa). As vias metabó- 
licas, como será visto na Seção 16.6Ba, normalmente operam 
no estado estacionário, ou seja, o fluxo de metabólitos em 
cada uma de suas reações constituintes é igual. Além disso, a 
velocidade da maioria das reações metabólicas é de primeira 
ordem para um dado substrato. A partir dessas premissas, 
observa-se que a velocidade de variação da radioatividade de 
B, [B*], é igual à velocidade de passagem da marcação de A* 
para B* menos a velocidade de passagem da marcação de B* 
para o próximo produto da via: 

íÜB*l 

= MA*] - Mb*] = M[A*] - [B*]) [16.1] 

em que k é a constante de velocidade de pseudoprimeira or- 
dem tanto para a conversão de A em B quanto para a con- 
versão de B em seu produto, e t é o tempo. A inspeção dessa 
equação indica o critério que deve ser seguido para estabele- 
cer que A é o precursor de B (Fig. 16.19): 

1. Antes que a radioatividade do produto [B*] seja máxi- 
ma, d[B*]ldt > 0, de modo que [A*] > [B*], ou seja, enquan- 
to a radioatividade de um produto está aumentando, ela deve 
ser menor que aquela de seu precursor. 

2. Quando [B*] é máxima, d[B*]fdt = 0, de modo que [A*] 
= [B*], ou seja, quando a radioatividade de um produto atin- 
ge seu máximo, ela deve ser igual àquela de seu precursor. 
Esse resultado também implica que a radioatividade de um 
produto atinge seu pico após aquela de seu precursor. 



Tempo após adição do precursor marcado 


FIGURA 16.19 O fluxo de um pulso de radioatividade do 
precursor para o produto. No ponto 1, a radioatividade do pro- 
duto (B *, púrpura) está aumentando, e é menor que a de seu 
precursor (A*, cor de laranja); no ponto 2, a radioatividade do 
produto é máxima e é igual àquela de seu precursor; e no ponto 
3, a radioatividade do produto está diminuindo e é maior que a 
de seu precursor. 


3. Após [B*] começar a diminuir, d[B*]/dt < 0, de modo 
que [A*] < [B*], ou seja, após a radioatividade de um produ- 
to atingir seu pico, ela deve permanecer maior que aquela de 
seu precursor. 

T a! determinação da relação precursor-produto entre al- 
quilacilglicerofosfolipídeo e plasmalogênio usando materiais 
de partida marcados com 14 C indicou que o éter é o precursor 
e o vinil-éter é o produto (Fig. 16.18, Esquema II). 

C. Órgãos isolados, células e organelas subcelulares 

Além de compreender a química e os eventos catalíticos que 
ocorrem a cada etapa de uma via metabólica, é importante 
saber onde uma dada via ocorre em um organismo. Os pri- 
meiros pesquisadores estudaram o metabolismo em animais 
intactos. Por exemplo, o papel do pâncreas no diabetes foi 
estabelecido por Frederick Banting e Charles Best em 1921, 
que observaram que a remoção cirúrgica desse órgão em 
cães levava ao desenvolvimento da doença. 

Os produtos metabólicos produzidos em determinado ór- 
gão podem ser estudados por perfusão de órgãos ou em fatias 
de tecido. Na perfusão de órgãos, um órgão específico é re- 
movido cirurgicamente de um animal e as artérias e veias des- 
se órgão são conectadas a um sistema circulatório artificial. 
A composição do material que entra no órgão pode então ser 
controlada e seus produtos metabólicos monitorados. Os pro- 
cessos metabólicos podem ser estudados de modo semelhante 
em fatias de tecido suficientemente finas, que possam rece- 
ber nutrientes por difusão livre em uma solução contendo 
os nutrientes apropriados. Otto Warburg foi pioneiro nessa 
técnica de estudo em fatias de tecido, no início do século XX, 
realizando estudos acerca da respiração, em que usou um ma- 
nómetro para medir mudanças no volume gasoso acima das 
fatias de tecido como consequência de seu consumo de 0 2 . 

Um determinado órgão ou tecido geralmente contém 
diferentes tipos celulares. Separadores celulares são instru- 
mentos capazes de separar células de acordo com seu tipo, 
uma vez que sej am tratadas com as enzimas tripsina e colage- 
nase, que destroem a matriz intercelular que as conecta em 
um tecido. Essa técnica permite uma posterior localização 
de funções metabólicas. Pode-se também cultivar um único 
tipo celular em uma cultura de tecidos, para posterior estudo. 
Embora o cultivo de células frequentemente resulte na perda 
de suas funções diferenciadas, técnicas têm sido desenvolvi- 
das para a manutenção de diversos tipos celulares que ainda 
expressam suas características originais. 

Como discutido na Seção 16.1, as vias metabólicas em 
eucariotos são compartimentalizadas em várias organelas 
subcelulares (Tabela 16.1). Por exemplo, a fosforilação oxi- 
dativa ocorre na mitocôndria, enquanto a glicólise e a bios- 
síntese de ácidos graxos ocorrem no citosol. Tais observações 
são efetuadas pela lise das células e fracionamento de seus 
componentes por centrifugação diferencial (Seção 6.1B), 
possivelmente seguindo-se ultracentrifugação por zona em 
um gradiente de densidade de sacarose ou por ultracentri- 
fução em um gradiente de densidade em equilíbrio, em um 
gradiente de densidade de CsCl, os quais separam partículas 
de acordo com seus tamanhos e densidades, respectivamente 
(Seção 6.5B). As funções bioquímicas dessas frações celula- 
res são então analisadas. 
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D. Biologia de sistemas 

O metabolismo tem sido tradicionalmente estudado pela 
pesquisa baseada em hipótese: isolando-se enzimas e me- 
tabólitos específicos e reunindo-os em vias metabólicas, 
guiando-se por hipóteses que podem ser testadas experimen- 
talmente. Esta é uma abordagem reducionista: explica-se 
o funcionamento de um sistema em termos de suas partes 
constituintes. A biologia de sistemas representa uma abor- 
dagem diferente, a assim chamada abordagem integrativa, a 
qual emergiu com o advento de sequências genômicas com- 
pletas, o desenvolvimento de técnicas rápidas e sensíveis 
para a análise em conj unto de grande número de transcritos 
gênicos, proteínas e metabólitos e o desenvolvimento de no- 
vas ferramentas computacionais e matemáticas. A biologia 
de sistemas é baseada na descoberta: a coleta e a integração 
de enormes quantidades de dados em bancos de dados, de 
modo que as propriedades e a dinâmica de redes biológicas 
completas podem ser analisadas. Como resultado, houve 
uma expansão da compreensão da via do genótipo ao fenó- 
tipo. Além do dogma central da biologia molecular (Seção 
5.4), de que um único gene formado por DNA é transcrito 
no mRNA, o qual é traduzido em uma única proteína que in- 
fluencia o metabolismo, estão sendo considerando cada vez 
mais objetos de estudo como genoma, transcriptoma, prote- 
oma e metaboloma (o conj unto completo dos metabólitos de 
uma célula) e suas interrelações (Fig. 16.20). Foi até mesmo 
cunhado o termo biblioma (do grego biblion, livro), deno- 
tando a incorporação sistemática de informação preexisten- 
te acerca de mecanismos de reações e vias metabólicas. Nos 
parágrafos abaixo, discutem-se algumas dessas tecnologias 
emergentes e desses novos campos de estudo. 

a. Transcríptômica 

O conjunto das capacidades metabólicas de um organismo é 
codificado em seu genoma (o conjunto completo de genes). 
Em princípio, deve ser possível reconstruir as atividades me- 
tabólicas de uma célula a partir de sua sequência genômica. 
Hoje, no entanto, isso pode ser feito apenas em um sentido 
geral. Por exemplo, o genoma de 4,0 Mb do Vibrio cholerae, 
a bactéria que causa o cólera, contém um grande repertório 
de genes que codificam proteínas transportadoras e enzimas 
para o catabolismo de um amplo conjunto de nutrientes. 
Isso é consistente com o estilo complicado de vida do V. cho- 


lerae, que pode viver tanto independentemente quanto em 
associação com zooplâncton ou ainda no trato gastrintesti- 
nal humano (onde causa o cólera; Seção 19.2Cd). O simples 
catálogo dos genes de um organismo, no entanto, não revela 
como esses genes funcionam. Assim, alguns genes são ex- 
pressos continuamente em níveis altos, enquanto outros são 
raramente expressos, por exemplo, apenas na presença de 
um certo metabólito. 

A criação de um panorama acurado da transcrição gêni- 
ca é o objetivo da transcríptômica, o estudo do transcripto- 
ma de uma célula (o seu conjunto completo de mRNA). A 
identificação e a quantificação de todos os transcritos de um 
único tipo celular revela quais genes estão ativos. As células 
transcrevem milhares de genes simultaneamente, de modo 
que esse estudo requer o uso da tecnologia de microarranjos 
de DNA ( chips de DNA; Seção 7.6B). Por exemplo, a Figura 
7.39 mostra um microarranjo de DNA que indica diferenças 
na expressão gênica entre fungos cultivados na presença e na 
ausência de glicose. 

Diferenças na expressão de determinados genes têm 
sido correlacionadas com muitos processos que ocorrem ao 
longo do desenvolvimento ou com padrões de crescimento. 
Por exemplo, microarranjos de DNA foram usados para de- 
terminar padrões de expressão gênica em células tumorais, 
pois diferentes tipos de tumores expressam diferentes tipos 
e quantidades de proteínas (Seção 34.3B). Tal informação é 
útil para a escolha do melhor tratamento para um determi- 
nado câncer. 

b. Proteômica 

A correlação entre a quantidade de um dado mRNA e a quan- 
tidade de seu produto proteico é imperfeita. Isso ocorre pois 
vários mRNA e suas proteínas correspondentes são sintetiza- 
dos e degradados em velocidades distintas. Além disso, muitas 
proteínas são modificadas após a tradução, algumas vezes por 
meio de diversas formas diferentes (p. ex., fosforilação ou gli- 
cosilação). Consequentemente, o número de proteínas distin- 
tas em uma célula excede o número de distintos mRNA. 

Uma maneira mais confiável que a transcríptômica para 
averiguar a expressão gênica é o exame do proteoma de uma 
célula, o conj unto completo das proteínas que a célula sinte- 
tiza. Essa abordagem proteômica requer que as proteínas se- 
jam primeiramente separadas, em geral por meio de eletro- 
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FIGURA 16.20 A relação entre genótipo e fenótipo. A via da informação genética (genótipo) para a informação metabólica 
(fenótipo) tem diversas etapas. Porções do genoma são transcritas, produzindo o transcriptoma, que dirige a síntese do proteoma, 
cuj as várias atividades são responsáveis pela síntese e degradação dos componentes do metaboloma. 
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forese bidimensional (2D) em gel (Seção 6.4D). As proteínas 
individuais são então identificadas pelo uso de espectrome- 
tria de massa em tandem, para obter a sequência de aminoá- 
cidos nessa proteínas (Seção 7.11a), e tais sequências são cor- 
relacionadas com sequências em bancos de dados. Todas as 
proteínas contidas em uma célula ou tecido em determinado 
conj unto de condições podem assim ser catalogadas. 

Pode-se comparar o conj unto de todas as proteínas sinteti- 
zadas em uma célula em diferentes condições utilizando-se di- 
ferentes reagentes marcados com isótopos e que estejam con- 
tidos no meio de crescimento (p. ex., aminoácidos marcados 
com deutério) ou que reajam com o extrato celular. Uma técni- 
ca para marcar proteínas celulares utiliza marcadores de afini- 
dade codificada por isótopos (M ACIs) , análogos aos corantes 
com diferentes fluorescências usados para marcar cDNA. 

Um MACI contém três elementos funcionais: um grupo 
iodoacetila para reagir com resíduos de Cys, um elo contendo 
oito átomos de hidrogênio (leves) ou de deutério (pesados) 
e biotina, uma coenzima (Seção 23.1Ab), que é usada como 


uma ferramenta em biotecnologia, pois liga-se fortemente à 
proteína avidina (K = 10" 15 M\ Fig. 16.21 a). A avidina é imo- 
bilizada sobre uma resina cromatográfica, de modo que os 
peptídeos marcados com MACI podem ser isolados por cro- 
matografia de afinidade usando biotina/avidina (Seção 6.3C). 

O procedimento usando MACI é ilustrado na Fig. 16.21 b. 
Duas misturas proteicas representando duas diferentes con- 
dições de crescimento são tratadas com versões leves (d0) ou 
pesadas (d8) do reagente MACI. As misturas proteicas mar- 
cadas são combinadas e digeridas com tripsina, produzindo 
peptídeos marcados contendo Cys, os quais são então isola- 
dos por cromatografia de afinidade usando biotina/avidina. 
Peptídeos individuais são separados por cromatografia líquida 
e detectados por espectrometria de massa (CL/EM). A razão 
das intensidades de sinais leves e pesados para os peptídeos 
indica a abundância relativa daquele peptídeo nas duas amos- 
tras. Espectrometria de massa em tandem é então utilizada 
para sequenciar cada peptídeo e determinar sua identidade. 
Esse método foi usado na identificação de muitas proteínas 
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HGURA 16.21 Método de marcação por afinidade codificada por isótopo (MACI) para análise quantitativa do proteoma. 

(a) Um exemplo de um reagente MACI que contém um grupo reativo iodoacetila, um composto que funciona como um elo de liga- 
ção e um resíduo de biotina. X denota a posição do hidrogênio (d0) ou do deutério (d8). (b) A estratégia MACI para marcação di- 
ferencial de proteínas expressas por células em dois diferentes conjuntos de condições. (1) Proteínas nos estados A e B são tratadas 
respectivamente com as formas leve (d0) e pesada (d8) do reagente MACI. (2) As misturas de proteínas marcadas são combinadas. 
(3) As proteínas marcadas são digeridas com tripsina, formando peptídeos marcados contendo cisteína. Esses peptídeos são então 
purificados por cromatografia de afinidade usando biotina/avidina. Os peptídeos purificados são analisados por espectrometria de 
massa de duas formas: (4) cromatografia líquida seguida por espectrometria de massa (CL/EM) é usada para quantificar os peptí- 
deos. A razão das intensidades de sinais dos peptídeos leves e pesados correspondentes indica a abundância relativa dos peptídeos 
nas duas misturas. (5) Espectrometria de massa em tandem (EM/EM) é usada para determinar a sequência de aminoácidos em 
cada peptídeo e assim identificar a proteína da qual é derivado, comparando a sequência do peptídeo com a sequência em um ban- 
co de dados para todas as proteínas conhecidas. 
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de fungos cujos mRNA apresentam concentrações diminuí- 
das ou aumentadas quando a glicose está ausente do meio de 
crescimento (Fig. 7.39). Uma esperança para o futuro é que 
amostras de tecidos de indivíduos saudáveis e doentes possam 
ser comparadas desse modo para se determinar marcadores 
previamente não conhecidos de doenças, que permitiriam 
diagnóstico precoce de várias doenças. 

c. Metabolômica 

A fim de descrever o estado funcional de uma célula (seu 
fenótipo), precisa-se, além do genoma daquela célula, de seu 
transcriptoma e do proteoma, de uma descrição quantitati- 
va de todos os metabólitos que ela contenha em determina- 
do conjunto de condições, o seu metaboloma. No entanto, 
uma célula ou tecido contém milhares de metabólitos, com 
propriedades enormemente variáveis, de modo que a iden- 
tificação e quantificação dessas substâncias é uma tarefa as- 
sombrosa, que requer muitas ferramentas analíticas distintas. 
Consequentemente, esse enorme empreendimento é fre- 
quentemente subdividido. Por exemplo, a lipidômica é uma 
subdisciplina da metabolômica, cujo objetivo é identificar e 
caracterizar todos os lipídeos em uma célula, sob um deter- 
minado conjunto de condições, incluindo como esses lipídeos 
influenciam a estrutura de membranas, a sinalização celular, 
a expressão gênica, as interações célula-célula, etc., enquanto 
a glicômica, de modo semelhante, busca identificar e caracte- 
rizar todos os carboidratos em uma célula. 

Um modelo recentemente construído do metaboloma 
humano - com base em 1 .496 genes codificadores de proteí- 
nas, 2.004 proteínas, 2.766 metabólitos e 3.311 reações me- 
tabólicas e de transporte - tem sido utilizado para simular 
288 funções metabólicas conhecidas em uma variedade de 
células e tipos celulares. Espera-se que esse modelo in silico 
(computadorizado) forneça um esqueleto para futuros avan- 
ços da biologia de sistemas em humanos. 

4 A TERMODINÂMICA DOS COMPOSTOS CONTENDO 
FOSFATO 

Os processos endergônicos que mantêm o estado vivo são 
possibilitados pelas reações exergônicas de oxidação de nu- 
trientes. Esse acoplamento é mais frequentemente mediado 
pela síntese de uns poucos tipos de intermediários de “alta 
energia”, cujo consumo exergônico alavanca os processos en- 
dergônicos. Esses intermediários, portanto, formam um tipo 
de “moeda” universal de energia livre, por meio da qual as 
reações produtoras de energia livre “pagam” pelos processos 
consumidores de energia livre nos sistemas biológicos. 

O trifosfato de adenosina (ATP; Fig. 16.22), que ocorre em 
todas as formas de vida conhecidas, é o intermediário de “alta 
energia” que constitui a moeda de energia celular mais comum. 
Seu papel central no metabolismo energético foi inicialmente 
reconhecido em 1941 por Fritz Lipmann e Herman Kalckar. 
O ATP consiste em uma porção adenosina, à qual três grupos 
fosforila ( — PO? ) são ligados sequencialmente via uma ligação 
fosfoéster, seguindo-se duas ligações fosfoanidrido. O difosfato 
de adenosina (ADP) e o 5'-monofosfato de adenosina (AMP) 
são constituídos de forma semelhante, mas apenas com duas 
unidades fosforila e uma unidade fosforila, respectivamente. 

Nesta seção, considera-se a natureza das reações de 
transferência de grupos fosforila e discute-se o porquê de 


algumas delas serem tão exergônicas, além de ser feito um 
apanhado de como a célula consome e regenera ATP. 

A. Reações de transferência de grupos fosforila 

Reações de transferência de grupos fosforila, 

R, — O — PO 3 + R — OH R — OH + R 2 — O— PO? 

são de enorme significado metabólico. Algumas das mais im- 
portantes reações desse tipo envolvem a síntese e a hidrólise 
do ATP: 

ATP + H 2 0 ADP + P, 

ATP + H 2 0 AMP + PPj 

em que P,. e PP i5 respectivamente, representam ortofosfato 
(PO; 1- ) e pirofosfato (P,0 2 - ) em qualquer de seus estados 
de ionização, Essas reações altamente exergônicas estão aco- 
pladas a numerosos processos bioquímicos endergônicos, de 
modo a impeli-los no sentido de sua conclusão. Por sua vez, o 
ATP é regenerado pelo acoplamento de sua formação a pro- 
cessos metabólicos mais altamente exergônicos (a termodinâ- 
mica das reações acopladas é discutida na Seção 3.4C). 

Para ilustrar esses conceitos, serão considerados dois 
exemplos de reações de transferência de grupos fosforila. A 
etapa inicial no metabolismo da glicose é sua conversão em 
glicose -6-fosfa to (Seção 17.2A). Ainda assim, a reação direta 
a partir de glicose e P. é termodinamicamente desfavorável 
(Fig. 16.23a). Em sistemas biológicos, porém, esta reação 
está acoplada à hidrólise exergônica do ATP, de modo que a 
reação global é termodinamicamente favorável. De modo se- 
melhante, o ATP pode ser regenerado acoplando-se sua sín- 
tese a partir de ADP e P ao processo ainda mais exergônico 
de hidrólise do f o sf oenol piru vato (Fig. 16.23b; Seção 17.2J). 

A utilidade bioenergética das reações de transferência de 
grupos fosforila vem de sua estabilidade cinética à hidrólise , 
combinada com sua capacidade de transferir quantidades rela- 
tivamente grandes de energia livre. Os valores de ÀG°' para a 
hidrólise de diversos compostos fosforilados de importância na 



FIGURA 16.22 A estrutura do ATP, indicando sua relação com 
o ADP, o AMP e a adenosina. Os grupos fosforila, iniciando com 
aquele ligado ao AMP, são denominados fosfatos a, p e y. Obser- 
ve as diferenças entre as ligações fosfoéster e fosfoanidrido. 
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( a ) AG°' (kJ • mor 1 ) 

Semlrreação 1 

endergônica P, + glicose ^ ^ Glicose-6-fosfato + H 2 0 +13,8 

Semirreação 2 

exergônica ATP + H 2 0 ^ ADP + P £ -30,5 


Reação global 

acoplada ATP + glicose ' ADP + glicose-6-fosfato —16,7 


(b) 
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FIGURA 16.23 Algumas reações acopladas gerais» envolvendo o ATP. (a) A fosforilação da glicose, produzindo glicose-6-fosfato 
e ADP. (6) A fosforilação do ADP pelo fosfoenolpiruvato, formando ATP e piruvato. Cada reação foi conceitualmente decompos- 
ta em uma etapa de fosforilação direta (semirreação 1) e uma etapa na qual o ATP é hidrolisado (semirreação 2). Ambas as semir- 
reações ocorrem no sentido em que a reação global é exergônica (AG < 0). 


bioquímica estão na Tabela 16.3. A negatividade desses valores 
é frequentemente denominada de potenciais de transferência 
de grupos fosfato; eles são uma medida da tendência que os 
compostos fosforilados têm de transferir seus grupos fosfori- 
la para a água. Pode-se observar que o ATP tem um poten- 
cial intermediário para a transferência de grupos fosfato. Em 
condições padrão, os compostos acima do ATP na Tabela 16.3 
podem transferir espontaneamente um grupo fosforila para o 

TABELA 16.3 Energia livre padrão para a hidrólise do fosfato 

de alguns compostos de interesse biológico 


Composto 

AG°' (kJ ■ mol -1 ) 

F o sf oenolpiruvato 

-61,9 

1 ,3-B ifosfoglicerato 

-49,4 

ATP (— >AMP + PP ( ) 

-45,6 

Acetilfosfato 

-43,1 

Fosfocre atina 

-43,1 

ATP (— >ADP + P ; ) 

—30,5 

Glicos e - 1 -f osf at o 

-20,9 

PP< 

-19,2 

Frutose-6-fosfato 

-13,8 

Glicos e- 6 -f o sf ato 

-13,8 

Glicerol- 3 -fosfato 

-9,2 


Fonte: Obtido príncipalmente de Jencks, W.P., in Fasman, G,D. (EeL). 
Handbook of Biochemistry and Molecular Biology (3rd ed). Physical and 
Chemical Data , VoL I ? pp. 296-304, CRC Press (1976). 


ADP, formando ATP, o qual pode, por sua vez, transferir es- 
pontaneamente um grupo fosforila aos produtos da hidrólise 
(forma ROH) dos compostos abaixo dele nessa tabela. 

a. O AG da hidrólise do ATP varia com o pH, a concentração 
de íons metál icos diva lentes e a força íônica 
O AG de uma reação varia com as concentrações totais de 
seus reagentes e produtos, e portanto com seus estados iônicos 
(Eq. [3.15]). Os AG de hidrólise dos compostos fosforilados 
são, desse modo, altamente dependentes do pH, da concen- 
tração de íons metálicos divalentes (íons metálicos divalentes, 
como o Mg 2 ^, possuem altas afinidades de ligação ao fosfato) e 
da força iônica. Estimativas razoáveis dos valores intracelula- 
res para essas quantidades, assim como de [ATP], [ADP] e [P ; ] 
(que estão geralmente na ordem de milimolar) indicam que a 
hidrólise do ATP em condições fisiológicas apresenta AG ~ 
-50 kJ ■ moT 1 , e não os -30,5 kJ ■ mol -1 de seu AG°'. Ainda 
assim, em nome da consistência na comparação entre reações, 
normalmente é feita referência a este último valor. 

A situação acima para o ATP não é única. É importante 
se ter em mente que, dentro de uma dada célula, as concen- 
trações da maioria das substâncias variam tanto segundo sua 
localização quanto com o tempo . De fato, as concentrações 
de muitos íons, coenzimas e metabólitos comumente variam 
em diferentes ordens de magnitude através dos limites de or- 
ganelas membranosas. Infelizmente, é em geral muito difícil 
a obtenção de uma medida acurada da concentração de qual- 
quer espécie química em particular em um compartimento 
celular específico. Os AG para a maioria das reações in vivo 
são, portanto, pouco mais que estimativas. 
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B. Racionalizando a "energia” em compostos de “ a/ta 

energia” 

Ligações cujas hidrólises ocorrem com valores de A G°' mui- 
to negativos (em geral, mais negativos que -25 kJ * mol ') 
geralmente são denominadas ligações “de alta energia” ou 
ligações “ricas em energia” e são frequentemente simboliza- 
das por um til (~). Desse modo, o ATP pode ser representa- 
do como AR — P—P—P, em que A, R e P simbolizam grupos 
adenila, ríbosila e fosforila, respectivamente. Ainda assim, a 
ligação fosfoéster que une o grupo adenosila do ATP a seu 
grupo fosforila a parece não ser muito diferente, quanto a 
suas características eletrônicas, das assim chamadas ligações 
de “alta energia”, que unem seus grupos fosforila p e y. De 
fato, nenhuma dessas ligações apresenta quaisquer pro- 
priedades incomuns, de forma que o termo ligação de “alta 
energia” é, de certo modo, uma designação incorreta. (De 
qualquer modo, isso não deve ser confundido com o termo 
“energia de ligação”, que é definida como a energia necessá- 
ria para quebrar, não hidrolisar, uma ligação co valente.) Por 
que, então, as ligações de transferência do grupo fosforila do 
ATP são tão endergônicas? A resposta surge da comparação 
das estabilidades dos reagentes e produtos dessas reações. 

Diversos fatores parecem ser responsáveis pelo caráter 
de “alta energia” das ligações fosfoanidrido, como aquelas 
do ATP (Fig. 16.24): 

1. A estabilização por ressonância de uma ligação fosfoani- 
drido é menor que aquela de seus produtos de hidrólise. Isso 
ocorre pois os dois grupos fosforila fortemente extratores de 
elétrons de um fosfoanidrido devem competir pelo par isolado 
de elétrons do átomo de oxigênio que os liga, ao passo que 
essa competição está ausente em seus produtos de hidrólise. 
Em outras palavras, os requerimentos eletrônicos dos grupos 
fosforila são menos satisfeitos em um fosfoanidrido que em 
seus produtos de hidrólise. 

2. Talvez de maior importância seja o efeito desestabiliza- 
dor das repulsões eletrostáticas entre os grupos carregados de 
um fosfoanidrido em comparação àquelas de seus produtos 
de hidrólise. Em faixas fisiológicas de pH, o ATP apresenta 
três a quatro cargas negativas, cujas repulsões eletrostáticas 
mútuas são parcialmente aliviadas pela hidrólise do ATP. 

3. Uma outra influência desestabilizadora, difícil de ser ve- 
rificada, é a menor energia de solvatação de um fosfoanidrido 
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F1GURA 16.24 Ressonância e estabilização eletrostática em 
um fosfoanidrido e seus produtos de hidrólise. As possibilida- 
des de ressonância, que competem entre si ( setas curvas a partir 
do O central), e as repulsões carga-carga ( linha em zigue-zague ) 
entre os grupos fosforila de um fosfoanidrido diminuem sua es- 
tabilidade, em relação a seus produtos de hidrólise. 


em comparação àquela de seus produtos de hidrólise. Algumas 
estimativas sugerem que esse fator seria a força predominante 
de propulsão termodinâmica para a hidrólise de fosfoanidridos. 

Uma outra propriedade do ATP, que é adequada a seu 
papel de intermediário nas transformações energéticas, vem 
da relativa estabilidade cinética das ligações fosfoanidrido à 
hidrólise. A maior parte dos anidridos é rapidamente hidroli- 
sada em solução aquosa. Ligações fosfoanidrido, no entanto, 
possuem energias livre de ativação incomumente grandes. 
Consequentemente, o ATP é relativamente estável em con- 
dições fisiológicas, mas é rapidamente hidrolisado em rea- 
ções mediadas por enzimas. 

a. Outros compostos de “alta energia” 

Os compostos apresentados na Tabela 16.3 com potenciais 
de transferência de grupos fosfato significativamente maio- 
res que aqueles do ATP apresentam influências desestabili- 
zadoras adicionais: 

1. Acil -fosfatas. A hidrólise de adl-fosfatos (anidridos mis- 
tos fosfórico-carboxílicos), tais como acetil-fosfato e 1,3-bi- 
fosfoglicerato, 


o 

ch 3 — C^OPO^- 

Acetil-fosfato 
OH O 

- 2 0 3 P0CH 2 — CH— C^OPO|- 

1,3-bifosfoglicerato 

é compelida pelas mesmas influências de competição de resso- 
nância e solvatação diferencial que funcionam na hidrólise de 
fosfoanidridos. Aparentemente, esses efeitos são mais pronun- 
ciados no caso dos adl-fosfatos que no caso dos fosfoanidridos. 

2. Enolfosfatos. O alto potencial de transferência de grupos 
fosfato de um enolfosfato, como o fosfoenolpiruvato (Fig. 
16.23b) resulta do fato de seu enol, produto da hidrólise, ser 
menos estável que seu tautômero cetona. Considere-se a rea- 
ção de hidrólise de um enolfosfato como ocorrendo em duas 
etapas (Fig. 16.25). A etapa da hidrólise está sujeita às forças 
discutidas anteriormente. É, portanto, a conversão altamen- 
te exergônica enol-cetona que fornece ao fosfoenolpiruvato 
o ímpeto termodinâmico para fosforilar o ADP, formando 
ATP. 

3. Fosfoguanidinas. Os altos potenciais de transferência de 
grupos fosfato das fosfoguanidinas, como a fosfocreatina e a 
fosfoarginina, são principalmente consequência da competi- 
ção de ressonâncias em seus grupos guanidino, a qual é ainda 
mais pronunciada que nos grupos fosfato de fosfoanidridos 
(Fig. 16.26). Consequentemente, a fosfocreatina pode fosfo- 
rilar o ADP (ver Seção 16.4Cd). 

Compostos como a glicose- 6- fosfato ou o glicerol-3-fos- 
fato, 
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FIGURA .6.25 Hidrólise do fosfoenolpiruvato. A reaçao está separada em duas etapas: hidrólise e tautomerizaçao. 


que estão abaixo do ATP na Tabela 16.3, não apresentam 
diferenças significativas na estabilização de ressonância ou 
na separação de cargas em comparação com seus produtos 
de hidrólise. Suas energias livres de hidrólise são, portanto, 
muito menores que aquelas dos compostos precedentes, de 
“alta energia”. 

C. 0 papel do ATP 

Como indicado na Tabela 16.3, na hierarquia termodinâmica 
de agentes de transferência de grupos fosforila, o ATP ocu- 
pa uma posição intermediária. Isso permite que o ATP sir- 
va como um conduto de energia entre doadores de fosfato 
de “alta energia” e aceptores de fosfato de “baixa energia” 
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FIGURA 16.26 Possibilidades de ressonância competindo em 
fosfoguanidinas. 


(Fig. 16.27). Será examinado o esquema bioquímico geral de 
como isso ocorre. 

Em geral, as reações altamente exergônicas de transfe- 
rência de grupos fosforila na degradação de nutrientes estão 
acopladas à formação de ATP a partir de ADP e P„ sob o pa- 
trocínio de várias enzimas conhecidas como dnases, as quais 
catalisam a transferência de grupos fosforila entre o ATP e 
outras moléculas. Sejam consideradas as duas reações na Fig. 
16.23b. Se fossem realizadas independentemente, essas rea- 
ções não influenciariam uma à outra. Na célula, no entanto, 
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FIGURA 16.27 O fluxo de grupos fosforila, de doadores de 
fosfato de “alta energia”, via sistema ATP -ADP, para acepto 
res de fosfato de “baixa energia”. 
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FIGURA 16.28 A fosforilação da frutose -6- fosfato pelo ATP para formar frutose-l,6-bifosfato e ADP. 


a enzima piruvato-cinase acopla as duas reações, catalisan- 
do a transferência do grupo fosforila do fosfoenolpiruvato 
diretamento para o ADP, resultando em uma reação geral 
exergônica (Seção 17.2J). 

a. Consumo de ATP 

Em seu papel como moeda energética universal dos sistemas 
vivos, o ATP é consumido de várias maneiras: 

1. Estágios iniciais da degradação de nutrientes. A hidró- 
lise exergônica do ATP formando ADP pode ser acoplada 
enzimaticamente à reação endergônica de fosforilação, para 
formar compostos fosfatados de “baixa energia”. Foi visto 
um exemplo desse acoplamento na formação de glicose-6- 
-fosfato, catalisada pela hexocinase (Fig. 16.23a). Outro 
exemplo é a fosforilação da frutose-6-fosfato, formando fru- 
toseT,6-bif osfato, na reação catalisada pela fosfofrutocinase 
(Fig. 16.28). Ambas as reações ocorrem no primeiro estágio 
da glicólise (Seção 17.2). 

2. Interconversão de nucleosídeos trifosfatados. Muitos 
processos biossintéticos, como a síntese de proteínas e ácidos 
nucleicos, requerem outros nucleosídeos trifosfatados, que 
não o ATP. Esses incluem os ribonucleosídeos trifosfatados 
CTP, GTP e UTP, os quais, juntamente com o ATP, são uti- 
lizados, por exemplo, na biossíntese do RNA (Seção 31.2) 
e dos desoxirribonucleosídeos trifosfatados d ATP, dCTP, 
dGTP e dTTP, precursores do DNA (Seção 5.4C). Todos 
esses nucleosídeos trifosfatados (NTPs) são sintetizados a 
partir do ATP e do nucleosídeo difosfatado (NDP) corres- 
pondente, em reações catalisadas pela enzima não específica 
nudeosídeo-difosfato-dnase: 

ATP + NDP ADP + NTP 

Os valores de AG°' para essas reações são aproximada- 
mente zero, como se poderia esperar considerando as se- 
melhanças estruturais entre os NTPs, Essas reações são 
impulsionadas pela depleção dos NTPs por sua hidrólise 
exergônica em reações biossintéticas das quais participam 
(Seção 3.4C). 

3. Processos fisiológicos. A hidrólise do ATP a ADP e P, 
fornece energia para muitos processos fisiológicos ender- 
gônicos essenciais, como o dobramento proteico auxiliado 
por chaperonas (Seção 9.2C), a contração muscular (Seção 
35.3B) e o transporte de moléculas e íons contra gradientes 
de concentração (Seção 20.3). Em geral, esses processos re- 
sultam de alterações conformacionais nas proteínas (enzi- 
mas), os quais ocorrem em resposta a sua ligação ao ATP. 
Segue-se a hidrólise exergônica do ATP e a liberação do 


ADP e do P ; , tornando assim esses processos unidirecionais 
(irreversíveis). 

4. Clivagem adicional da ligação fosfoanidrido em reações 
altamente endergônicas. Embora muitas reações que envol- 
vem o ATP tenham ADP e P ; como produtos (clivagem do 
ortofosfato), outras produzem AMP e PP ; (clivagem do pi- 
rofosfato). Nesses últimos casos, o PP, é rapidamente hidro- 
lisado em 2P, pela pirofosfatase inorgânica (AG°' = -19,2 
kJ * mol ), de modo que a divagem, do pirofosfato do ATP 
resulta, em última análise, na hidrólise de duas ligações fos- 
foanidrido de “alta energia”. A ligação de aminoácidos a 
moléculas de tRNA para a síntese proteica é um exemplo 
desse fenômeno (Fig. 16.29 e Seção 32.2C). Os dois passos da 
reação envolvendo o aminoácido são facilmente reversíveis, 
pois as energias livres de hidrólise das ligações formadas são 
comparáveis àquela da hidrólise do ATP. A reação global é 
impulsionada no sentido de se completar pela hidrólise do 
PP;, que é essencialmente irreversível. A biossíntese dos áci- 
dos nucleicos a partir dos NTPs adequados também libera 
PP; (Seções 30.1 A e 31.2). As variações de energia Üvre para 
essas reações vitais são próximas de zero, de modo que a sub- 
sequente hidrólise do PP ( é essencial para impulsionar a sín- 
tese dos ácidos nucleicos. 

b. Formação de ATP 

Para completar sua função como intermediário metabólico, 
o ATP deve ser reposto. Isso ocorre por meio de três tipos 
de processos: 

1. Fosforilação no nível do substrato. O ATP pode ser for- 
mado, como indicado na Fig. 16.23b, a partir do fosfoenolpi- 
ruvato, pela transferência direta de um grupo fosforila de um 
composto de “alta energia” para o ADP. Tais reações, que 
são denominadas fosforilações no nível do substrato, ocor- 
rem mais comumente nos estágios iniciais do metabolismo 
dos carboidratos (Seção 17.2). 

2. Fosforilação oxidativa e fotofosforilação. Tanto o me- 
tabolismo oxidativo quanto a fotossíntese atuam gerando 
um gradiente de concentração de prótons (H ) através de 
uma membrana (Seções 22.3 e 24.2D). A descarga desse 
gradiente é acoplada enzimaticamente à formação de ATP 
a partir de ADP e P, (o reverso da hidrólise do ATP). No 
metabolismo oxidativo, esse processo é chamado fosforila- 
ção oxidativa, enquanto na fotossíntese ele é denominado 
fotofosforilação. A maior parte do ATP produzido por or- 
ganismos que respiram e por organismos fotossintéticos é 
gerado dessa maneira. 

3. Reação da adenilato-cinase. O AMP, resultante das rea- 
ções com clivagem do pirofosfato do ATP, é convertido em 
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FIGURA 16.29 Clivagem do pirofosfato na síntese de um aminoadl-tRNA. Aqui, o til (~) representa uma ligação de “alta ener- 
gia”. Na primeira etapa da reação, o aminoácido é adenilado pelo ATP. Na segunda etapa, uma molécula de tRNA desloca a por- 
ção AMP para formar um aminoacil-tRNA. A hidrólise altamente exergônica do pirofosfato (AG°' — —33,5 kJ • mol 1 ) impulsiona 
a reação para a direita. 


ADP em uma reação catalisada pela enzima adenilato-cinase 
(Seção 17.4Fe): 

AMP + ATP 2 ADP 

O ADP é convertido, subsequentemente, em ATP pela fos- 
forilação no nível do substrato, pela fosforilação oxidativa ou 
pela fotofosforilação. 

c. Velocidade de renovação do ATP 

O papel celular do A TP é de um transmissor de energia livre e 
não de um reservatório de energia livre. A quantidade de ATP 
em uma célula é, em geral, suficiente apenas para suprir suas 
necessidades de energia livre durante um minuto ou dois. 
Assim sendo, o ATP está constantemente sendo hidrolisado e 
regenerado. De fato, experimentos utilizando marcação com 
32 P indicam que a meia-vida metabólica de uma molécula de 
ATP varia de segundos a minutos, dependendo do tipo celu- 
lar e de sua atividade metabólica. Por exemplo, as células ner- 
vosas possuem um suprimento de ATP suficiente apenas para 
poucos segundos (o que explica, em parte, a rápida deteriora- 
ção do tecido nervoso pela privação de oxigênio) . Em média, 
uma pessoa em repouso consome e regenera ATP a uma velo- 
cidade de ~3 mol ( 1,5 kg) • h e alcança uma velocidade até 
uma ordem de magnitude maior quando em atividade intensa. 

d. A fosfocreatina fornece um reservatório de “alta energia” 
para a formação de ATP 

Células musculares e nervosas, que apresentam uma alta 
taxa de renovação para o ATP (um músculo em atividade 
máxima possui suprimento de ATP para apenas uma fração 
de segundo), possuem um reservatório de energia livre que 
funciona regenerando rapidamente o ATP. Em vertebrados, 
a fosfocreatina (Fig. 16.26) apresenta essa capacidade. Ela é 
sintetizada pela fosforilação reversível da creatina pelo ATP, 
catalisada pela creatina-cinase: 

ATP + creatina fosfocreatina + ADP 

AG°' - + 12,6 kJ • mol -1 

Pode-se observar que essa reação é endergônica em con- 
dições padrão. No entanto, as concentrações intracelulares 


de seus reagentes e produtos (geralmente 4 m M de ATP 
e 0,013 m M de ADP) são tais, que a reação opera próxi- 
ma ao equilíbrio (AG ~ 0). Consequentemente, quando a 
célula estiver em repouso, uma situação em que [ATP] é 
relativamente alta, a reação ocorre com síntese líquida de 
fosfocreatina, enquanto, em momentos de alta atividade 
metabólica, quando [ATP] é baixa, o equilíbrio se desloca 
no sentido de ocorrer síntese líquida de ATP. A fosfocrea- 
tina, portanto, atua como um (í tampão ” de A TP nas células 
que contêm creatina-cinase. O músculo esquelético dos ver- 
tebrados, em repouso, normalmente possui fosfocreatina 
suficiente para suprir suas necessidades de energia livre por 
diversos minutos (mas durante apenas uns poucos segun- 
dos quando em atividade intensa). Nos músculos de alguns 
invertebrados, como as ostras, a fosfoarginina desempenha 
a mesma função. Essas fosfoguanidinas são coletivamente 
denominadas fosfágenos. 

5 REAÇÕES DE OXIDAÇÃO-REDUÇÃO 

Reações de oxidação-redução são processos envolvendo 
a transferência de elétrons e são de imenso significado bio- 
químico; os seres vivos obtêm a maior parte de sua energia 
livre dessas reações. Na fotossíntese (Capítulo 24), o C0 2 é 
reduzido (ganha elétrons) e H 2 0 é oxidada (perde elétrons), 
produzindo carboidratos e 0 2 em um processo endergônico 
diferente, impulsionados pela energia da luz. No metabolis- 
mo aeróbio, utilizado por todos os eucariotos e por muitos 
procariotos, a reação global da fotossíntese é essencialmente 
revertida, de modo a aproveitar a energia livre da oxidação 
de carboidratos e outros compostos orgânicos na forma de 
ATP (Capítulo 22). O metabolismo anaeróbio produz ATP, 
embora com menor rendimento, por meio de oxidações-re- 
duções intramoleculares de várias moléculas orgânicas, como 
por exemplo na glicólise (Capítulo 17). Em certas bactérias 
anaeróbicas, o ATP é gerado pelo uso de agentes oxidantes 
distintos do 0 2 , como sulfato ou nitrato. Nesta seção, foi de- 
lineada a termodinâmica das reações de oxidação -redução, 
para que se obtenha uma melhor compreensão dos aspectos 
quantitativos desses processos biológicos cruciais. 
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A. Equação de Nernst 

Reações de oxidação-redução (também conhecidas como 
reações redox ou de oxirredução) assemelham-se a outros 
tipos de reações químicas quanto ao fato de envolverem 
transferência de grupos. Por exemplo, a hidrólise transfere 
um grupo funcional para a água. Nas reações de oxidação-re- 
dução, os “grupos” transferidos são elétrons, os quais passam 
de um doador de elétrons (agente redutor ou simplesmente 
redutor) para um aceptor de elétrons (oxidante ou agente 
oxidante). Por exemplo, na reação 

Fe 3- + Cu“ Fe 2+ + Cu 2- 


em que w', o trabalho sem pressão e volume, é, neste caso, 
w c{ , o trabalho elétrico necessário para transferir n moles 
de elétrons pela diferença de potencial elétrico A%. Este, de 
acordo com as leis da eletrostática, é 

A% [ 16 - 4 ] 

em que 3% o Faraday, é a carga elétrica de um mol de elé- 
trons (1S<’ = 96.485 C • mol -1 = 96.485 J * V” 1 • mol" 1 , em que 
C e V são os símbolos para coulomb e volt). Assim, substi- 
tuindo a Eq. [16.4] na Eq. [16.3], 

AG = -Y& A% [16.5] 


Cu ! , o redutor, é oxidado a Cu 2t enquanto o Fe 1+ , o oxidan- 
te, é reduzido a Fe 2+ . 

Reações redox podem ser divididas em duas hemirrea- 
ções ou pares redox, tais como 

Fe 3 + e Fe 2 (redução) 

Cu + Cu 2+ + e ( oxidação) 

cuja soma dá a reação global supradescrita. Essas hemirre- 
ações ocorrem durante o metabolismo oxidativo na trans- 
ferência vital de elétrons na mitocôndria, mediada pela tí- 
tocromo c oxidase (Seção 22.2C5). Pode-se observar que, 
para os elétrons serem transferidos, ambas as hemirreações 
devem ocorrer simultaneamente. Na verdade, os elétrons são 
o intermediário comum nas duas reações. 


a. Células eletroquímicas 

Uma hemir reação consiste em um doador de elétrons e seu 
aceptor de elétrons conjugado; na hemirreação de oxidação 
mostrada anteriormente, o Cu + é o doador de elétrons, e o 
Cu 2r é seu aceptor de elétrons conjugado. Juntos, eles cons- 
tituem um par conjugado redox, análogo a um par conjugado 
ácido-base (HA e A~) de um ácido de Brpnsted (Seção 2.2A). 
Uma diferença importante entre pares redox e pares ácido- 
-base, no entanto, é que as duas hemirreações de uma reação 
redox , cada uma consistindo de um par redox conjugado, pode 
ser separadas fisicamente de modo a constituir uma célula ele- 
troquímica (Fig. 16.30). Em tal aparelho, cada hemirreação 
ocorre em sua semicélula separada e os elétrons são passados 
entre as semicélulas na forma de uma corrente elétrica no cabo 
elétrico conectando os dois eletrodos. Uma ponte salina é ne- 
cessária para completar o circuito elétrico, fornecendo um con- 
dutor para os íons migrarem, mantendo a neutralidade elétrica. 

A energia livre de uma reação de oxidação-redução é 
especialmente fácil de ser determinada por meio da simples 
medida da diferença de voltagem entre as duas semicélulas. 
Considerar a reação redox geral: 



+ B red 



+ B" 


na qual n elétrons por mol dos reagentes são transferidos do 
redutor (B rcd ) para o oxidante (A"’). A energia livre desta 
reação é expressa, de acordo com a Eq. [3.15], como 


AG = AG° + RT ln 


[A red ][Bg x + n 

[A£][B red ]7 


[16.2] 


A Equação [3.12] indica que, em condições reversíveis, 

AG = -w’ = w el [16.3] 


Combinando as equações [16.2] e [16.5], e fazendo a substi- 
tuição análoga para AG°', tem-se a equação de Nernst: 



RT / [A red ][B- x + ] \ 
n V[A^][B red ]y 


[16.6] 


a qual foi originalmente formulada em 1881, por Walther 
Nernst. Aqui A%, a força eletromotriz (fem), ou potencial re- 
dox, pode ser descrita como a “pressão eletrônica” exercida 
por uma célula eletroquímica. O valor A%°, o potencial redox 
quando todos os componentes estão em seus estados-padrão, 
é denominado potencial redox padrão. Se esses estados- 
-padrão referem-se a estados-padrão bioquímicos (Seção 
3.4Ba), então A%° é substituído por A%°'. Pode-se observar 
que um A^ positivo na Equação [16.5] resulta em um AG ne- 
gativo. Em outras palavras, um A% positivo é indicativo de 
uma reação espontânea, que pode realizar trabalho. 


B. Medidas do potencial redox 

A variação na energia livre de uma reação redox pode ser 
determinada, como indicado na Eq. [16.5], pela simples me- 
dida de seu potencial redox com um voltímetro (Fig. 16.30). 
Consequentemente, medidas de voltagem são comumente 
empregadas para caracterizar a sequência de reações com- 
preendidas em uma via metabólica de transporte de elé- 
trons (como a que medeia, p. ex., o metabolismo oxidativo; 
Capítulo 22). 



Voltímetro 


FsGURÂ 16.30 Exemplo de uma célula eletroquímica. A 

semicélula que sofre oxidação (aqui Cu 1 — > Cu z + e ) passa 
os elétrons liberados através do cabo elétrico para a semicélula 
que sofre redução (aqui e + Fe 3 — > Fe 2 h ). A eletroneutrali- 
dade nas duas semicélulas é mantida pela transferência de íons 
através da ponte salina, que contém eletrólitos. 
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Qualquer reação redox pode ser dividida em suas hemir- 
reações componentes: 

A£ x f + ne A red 

B"x + ne B red 

em que, por convenção, ambas as hemirreações são escritas 
como reduções. A essas hemirreações podem ser atribuídos 
potenciais de redução, % A e % B , de acordo com a equação de 
Nernst: 



RTji^A) 

V[a«;]7 




RTÍ[ B red ]\ 


[16.7a] 


[16.7b] 


Para as reações redox de quaisquer duas hemirreações: 



acepíor) 



doador) 


[16.8] 


Assim sendo, quando a reação ocorre com A como o aceptor 
de elétrons e B como o doador de elétrons, A%° - %° - % B °, 
o que ocorre, de modo semelhante, para A%. 


Os potenciais de redução, como as energias livres, de- 
vem ser definidos em relação a algum padrão arbitrário. Por 
convenção, potenciais de redução padrão são definidos em 
função da hemirreação padrão do hidrogênio 

2H + + 2e~ H 2 (g) 

na qual o H + , em pH = 0, a 25° C e 1 atm, está em equilí- 
brio com o H 2 (g), que está em contato com um eletrodo de 
platina. A essa semicélula, é atribuído arbitrariamente um 
potencial de redução padrão de %° = 0 V (1 V = 1 J • C _1 ). A 
convenção bioquímica também define a hemirreação padrão 
(pH = 0) do hidrogênio como tendo %' = 0, de modo que 
a semicélula do hidrogênio, no estado bioquímico padrão 
(pH = 7), tem = -0,421 V (Tabela 16.4). Quando A% é 
positivo, AG é negativo (Eq. [16.5]), indicando um processo 
espontâneo. Portanto, na combinação de duas hemirreações 
nas condições-padrão, o sentido que indica a espontaneidade 
envolve a redução do par redox com o potencial de redução 
padrão mais positivo. Em outras palavras, quanto mais posi- 
tivo o potencial de redução padrão, maior a tendência da for- 
ma oxidada do par redox de aceitar elétrons e, assim tornar-se 
reduzida. 


TABELA 16.4 Potendais de redução padrão para algumas hemirreações 


bioquimicamente importantes 

Semirreação (V) 

% 0 2 + 2H + + 2e~ H 2 0 0,815 

NO, + 2H + + 2e~ N0 2 ' + H 2 0 0,42 

Citocromo a 3 (Fe 3+ ) + e~ ^ Citocromo a 3 (Fe i+ ) 0,385 

0 2 (g) + 2H + + 2e H 2 0 2 0,295 

Citocromo a (Fe 3+ ) + e \ x Citocromo a (Fe 2+ ) 0,29 

Citocromo c(Fe 3+ ) 4- e~ < v Citocromo c (Fe 2+ ) 0,235 

Citocromo c x (Fe 3 * S ' 1 ') + e~ \ Citocromo c x (Fe 2 ' 1 ') 0,22 

Citocromo b (Fe 3+ ) 4- e~ v Citocromo b (Fe 2- ) (mitocôndria) 0,077 

Ubiquinona + 2H + + 2e - v Ubiquinol 0,045 

Fumarato 4- 2H + + 2e~ '< " v Succinato - 0,031 

FAD + 2H - + 2e~ \ FADH 2 (nas flavoproteínas) —0,040 

Oxalacetato + 2H + 2e - t ^ Malato - —0,166 

Piruvato + 2H + 4- 2e v Lactato —0,185 

Acetaldeído 4- 2H + 4- 2e ■, Etanol —0,197 

FAD + 2H + 4- 2e~ ^ ^ FADH 2 (forma livre ) -0,219 

S 4- 2H + + 2e - H 2 S -0,23 

Ácido lipoico 4- 2H + + 2e v ^ Ácido di-hidrolipoico —0,29 

NAD + +H + + 2e~ NADH - 0,315 

NADP + 4- H + 4- 2e - NADPH -0,320 

Cistina 4- 2H + 4- 2e~ 2 cisteína —0,340 

Acetoacetato - 4- 2H + + 2e - v - [3-hidroxibutirato - —0,346 

H + + e~ % Hj - 0,421 

SO 2- 4- 2H + 4- 2e - S0 2 2- + HjO -0,454 

Acetato - + 3H + + 2e~ Acetaldeído 4- H 2 0 —0,581 


Fonte: Obtida príncipalmente de Loach, R£L, in: Fasman, G*D, (Ed.) Handhook of Biochemistry and 
Molecular Biology (3rd Ed,) ? Physical and Chemical Data , Vol, I p. 123-130, CRC Preess (1976). 
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a. Hemirreações bioquímicas são fisiologicamente 
significativas 

Os potenciais de redução padrão bioquímicos (^°' ) de algu- 
mas hemirreações bioquímicamente importantes estão lista- 
dos na Tabela 16.4. A forma oxidada de um par redox com 
um potencial de redução padrão bastante positivo apresenta 
alta afinidade por elétrons e é um forte aceptor de elétrons 
(agente oxidante), enquanto seu redutor conjugado é um fra- 
co doador de elétrons (agente redutor). Por exemplo, o0 2 éo 
agente mais fortemente oxidante na Tabela 16.4, enquanto a 
H 2 0, que segura fortemente seus elétrons, é o agente redutor 
mais fraco da tabela. O mesmo ocorre, porém no sentido con- 
trário, para hemirreações com potenciais de redução padrão 
bastante negativos. Uma vez que os elétrons fluem esponta- 
neamente de compostos com baixos potenciais para compos- 
tos com altos potenciais de redução, eles são transferidos, em 
condições padrão, dos produtos reduzidos de qualquer hemir- 
reação da Tabela 16.4, para reagentes oxidados de qualquer 
hemirreação na tabela (embora isso possa não ocorrer a uma 
velocidade apreciável na ausência de uma enzima adequada). 
Desse modo, em sistemas biológicos, o limite inferior para 
um potencial de redução padrão é aproximadamente - 0,421 
V, pois redutores com valores menores de reduzirão pró- 
tons a H 2 . Centros redutores nas proteínas, entretanto, que 
estão protegidos da água, podem ter potenciais de redução 
mais baixos. Pode-se observar que os íons Fe 3+ dos vários ci- 
tocromos apresentados na Tabela 16.4 apresentam potenciais 
redox significativamente diferentes. Isso indica que os com- 
ponentes proteicos de enzimas redox desempenham papéis 
ativos nas reações de transferência de elétrons, modulando os 
potenciais redox dos centros redox ativos ligados às enzimas. 

As reações de transferência de elétrons são de grande 
importância biológica. Por exemplo, na cadeia transportado- 
ra de elétrons mitocondrial (Seção 22.2), a fonte primária de 
ATP nos eucariotos, os elétrons passam do NADH (Fig. 13.2), 
através de uma série de aceptores de elétrons de potenciais de 
redução crescentes (muitos dos quais estão listados na Tabela 
16.4), para o 0 2 . O ATP é gerado a partir de ADP e P f pelo 
acoplamento de sua síntese a essa cascata de energia livre. 
Dessa forma, o NADH funciona como uma coenzima transfe- 
ridora de elétrons rica em energia. De fato, a oxidação de um 
NADH a NAD + fornece energia livre suficiente para gerar 
2,5 ATP (Seção 2.2Bb). O par redox NAD 7NADH funciona 
como aceptor de elétrons em muitas oxidações metabólicas 
exergônicas. Ao funcionar como doador de elétrons na reação 
acoplada à síntese de ATP, esse par redox completa seu papel 
cíclico como um condutor de energia livre, de maneira análo- 
ga ao ATP. Os papéis metabólicos das coenzimas redox são 
discutidos nos capítulos que se seguem. 

C. Células de concentração 

Um gradiente de concentração apresenta uma menor entropia 
(maior ordem) que a solução correspondente uniformemente 
misturada e, portanto, requer fornecimento de energia livre 
para sua formação. Consequentemente, a descarga de um gra- 
diente de concentração é um processo exergônico que pode 
ser aproveitado para impulsionar uma reação endergônica. 
Por exemplo, a descarga de um gradiente de concentração 
de prótons (gerado pelas reações da cadeia transportadora 
de elétrons) através da membrana mitocondrial interna im- 


pulsiona a síntese enzimática de ATP a partir de ADP e P, 
(Seção 22.3). Da mesma maneira, impulsos nervosos, que re- 
querem energia elétrica, são transmitidos pela descarga de 
gradientes de [Na + ] e [K ], que as células nervosas geram 
ao longo de suas membranas plasmãticas (Seção 20. 5B). A 
quantificação da energia livre contida em um gradiente de 
concentração pode ser obtida pela utilização dos conceitos 
de células eletroquímicas. 

O potencial de redução e a energia livre de uma semicé- 
lula variam com as concentrações de seus reagentes. Uma cé- 
lula eletroquímica pode, portanto, ser construída a partir de 
duas semicélulas que contenham a mesma espécie química, 
mas em diferentes concentrações. A reação global para tal 
célula eletroquímica pode ser representada como 

A" x (semicélula 1) + A red (semicélula 2) - 

A"( ( semicélula 2) + A red ( semicélula 1 ) [1 6 .9] 

e, de acordo com a equação de Nernst, uma vez que à.%° = 0 
quando a reação ocorre em ambas as células, 

RT ( [ A" x (semicélula 2) ] [A re(1 ( semicélula 1) ]\ 
à.% = — — ln 

n^ \ [ A" x ' (semicélula 1 ) ] [ A red (semicélula 2) ]/ 

Tais células de concentração são capazes de gerar traba- 
lho elétrico até atingirem o equilíbrio. Isso ocorre quando 
as razões das concentrações nas semicélulas igualarem-se 
(K = 1) . A reação constitui uma espécie de mistura das 
duas semicélulas; a energia livre gerada é um reflexo da en- 
tropia dessa mistura. A termodinâmica dos gradientes de 
concentração, conforme aplicada ao transporte entre os dois 
lados da membrana, é discutida na Seção 20.1. 

6 A TERMODINÂMICA DA VIDA 

Um dos últimos refúgios do vitalismo, a doutrina de que os 
processos biológicos não estão submetidos às leis físicas que 
governam os objetos inanimados, era a crença de que os seres 
vivos podiam, de alguma forma, evadir-se das leis da termodi- 
nâmica. Esse ponto de vista foi parcialmente refutado por me- 
didas calorimétricas realizadas de forma elaborada em animais 
vivos, as quais são inteiramente consistentes com as predições 
da conservação de energia da primeira lei da termodinâmica. 
A verificação experimental da segunda lei da termodinâmi- 
ca em sistemas vivos, no entanto, é mais difícil. Não tem sido 
possível medir a entropia da matéria viva, pois o calor, q p , de 
uma reação a PeT constantes é igual a T AS apenas se a rea- 
ção for realizada de forma reversível (Eq. [3.8]). Obviamente, 
o desmantelamento de um organismo vivo até suas moléculas 
componentes para tal medida resultaria invariavelmente em 
sua morte. Consequentemente, o estado atual do conhecimen- 
to experimentalmente verificado é que a entropia da matéria 
viva é menor que aquela dos produtos para os quais ela decai. 

Nesta seção, serão considerados aspectos especiais da 
termodinâmica dos sistemas vivos. O conhecimento desses 
temas, que de forma alguma é completo, aumentou a com- 
preensão de como as vias metabólicas são reguladas, como 
as células respondem a estímulos e como os organismos cres- 
cem e mudam com o tempo. 
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A. Os sistemas vivos não podem estar em equilíbrio 

A termodinâmica clássica ou do equilíbrio (Capítulo 3) aplica- 
-se principalmente a processos reversíveis em sistemas fecha- 
dos. O destino de qualquer sistema isolado, como discutido na 
Seção 3. 4 A, é que ele deve inevitavelmente atingir o equilí- 
brio. Por exemplo, se seus reagentes estão em excesso, a rea- 
ção ocorrerá no sentido direto a uma velocidade maior que a 
reação no sentido inverso até que o equilíbrio seja atingido 
(AG = 0). Em contraste, sistemas abertos podem permane- 
cer em um estado diferente do equilíbrio, desde que tenham 
a capacidade de obter energia livre de suas vizinhanças, na 
forma de reagentes, calor ou trabalho. Enquanto a termodi- 
nâmica clássica fornece informações extremamente valiosas 
com respeito aos sistemas abertos, indicando se um dado pro- 
cesso pode ocorrer espontaneamente, uma posterior análise 
termodinâmica de sistemas abertos necessita a aplicação de 
princípios elucidados mais recentemente da termodinâmica ir- 
reversível ou de não equilíbrio. Ao contrário da termodinâmi- 
ca clássica, essa teoria leva o tempo explicitamente em conta. 

Os sistemas vivos são sistemas abertos e, portanto, não po- 
dem estar em equilíbrio. Como indicado anteriormente, eles 
ingerem continuamente nutrientes de alta entalpia e baixa 
entropia, os quais são por eles convertidos em produtos de 
eliminação de baixa entalpia e alta entropia, A energia livre 
resultante desse processo é usada para realizar trabalho e 
produzir o alto grau de organização característico da vida. Se 
este processo for interrompido, o organismo atinge por fim o 
equilíbrio, o que, para os seres vivos, é sinônimo de morte. 
Por exemplo, uma teoria do envelhecimento propõe que a 
senescência resulte do acúmulo casual, porém inevitável, de 
defeitos genéticos nas células, os quais interferem com, e por 
fim interrompem, o funcionamento adequado dos seres vivos. 
(A teoria, entretanto, não explica como organismos unicelula- 
res, ou células germinativas de organismos multicelulares [es- 
permatozóides e óvulo], que são, na realidade, imortais, são 
capazes de escapar dessa assim chamada catástrofe do erro.) 

Sistemas vivos devem manter um estado de não equilí- 
brio por diversas razões: 

1. Apenas processos que não estej am em equi líbrio podem 
realizar trabalho útil. 

2. As intrincadas funções regulatórias características da vida 
necessitam de um estado fora do equilíbrio, pois um processo 
em equilíbrio não pode ser controlado (do mesmo modo, um 
navio que está parado na água não responderá a seu leme). 

3. Os complexos sistemas celulares e moleculares que con- 
duzem os processos biológicos podem ser mantidos apenas no 
estado de não equilíbrio. Os sistemas vivos são inerentemente 
instáveis, pois degradam-se pelas mesmas reações bioquími- 
cas que os originam. Sua regeneração, que deve ocorrer quase 
simultaneamente com sua degradação, requer constante in- 
fluxo de energia livre. Por exemplo, como já foi mencionado, 
o consumo de glicose, que é capaz de produzir ATP (Seção 
17.2), ocorre com o consumo inicial de ATP, que reage com a 
glicose para formar glicose-6-fosfato e com a frutose-6-fosfato 
para formar a frutose-l,6-bifosfato. Consequentemente, se o 
metabolismo for suspenso por tempo suficiente para esgotar 
o suprimento de ATP disponível, o metabolismo da glicose 
não poderá ser retomado. A vida, portanto, difere de forma 
fundamental de uma máquina complexa como um computa- 


dor: ambos necessitam um suprimento contínuo de energia 
livre para estarem ativos; o funcionamento da máquina, no 
entanto, é com base em uma estrutura estática, de modo que 
ela pode ser repetidamente ligada e desligada, enquanto a 
vida, ao contrário, é fundamentada em um processo autodes- 
trutivo, mas autorregenerador, o qual, uma vez interrompido, 
não pode ser iniciado novamente. 

B. A termodinâmica do não equilíbrio e o estado 
estacionário 

Em um processo que não está em equilíbrio, algo (como ma- 
téria, carga elétrica ou calor) deve fluir, ou seja, mudar sua 
distribuição espacial. Na mecânica clássica, a aceleração da 
massa ocorre em resposta a uma força. De modo semelhante, 
o fluxo, em um sistema termodinâmico, ocorre em resposta a 
uma força termodinâmica (força propulsora ), a qual resulta 
do estado de não equilíbrio do sistema. Por exemplo, o fluxo 
da matéria em difusão é motivado pela força termodinâmica 
de um gradiente de concentração; a migração de carga elétri- 
ca (corrente elétrica) ocorre em resposta a um gradiente em 
um campo elétrico (uma diferença de voltagem); o transporte 
de calor resulta de um gradiente de temperatura; e uma rea- 
ção química resulta de uma diferença no potencial químico. 
Tais fluxos são ditos conjugados à sua força termodinâmica. 

Uma força termodinâmica, sob condições apropriadas, 
pode também promover um fluxo não conjugado. Por exem- 
plo, um gradiente de concentração de matéria pode originar 
uma corrente elétrica (uma célula de concentração), calor 
(como ocorre ao misturar H 2 0 e HC1) ou uma reação quí- 
mica (a produção mitocondrial de ATP pela dissipação de 
um gradiente de prótons). Do mesmo modo, um gradiente 
de potencial elétrico pode motivar um fluxo de matéria (ele- 
troforese) , calor (aquecimento por uma resistência) ou uma 
reação química (o carregamento de uma bateria). Quando 
uma força termodinâmica estimula um fluxo não conjugado, 
o processo é denominado transdução de energia. 

a. Seres vivos mantêm o estado estacionário 
Sistemas vivos são, em geral, caracterizados por estarem em um 
estado estacionário. Isso significa que todos os fluxos no sis- 
tema são constantes, de modo que o sistema não muda com o 
tempo. Alguns processos ambientais em estado estacionário es- 
tão ilustrados esquematicamente na Fig. 16.31. Ilya Prigogine, 
que realizou trabalhos pioneiros no desenvolvimento da ter- 
modinâmica irreversível, demonstrou que um sistema no esta- 
do estacionário produz a máxima quantidade de trabalho útil 
para um dado gasto de energia nas condições prevalentes. O 
estado estacionário de um sistema aberto é, portanto, seu estado 
de máxima eficiência termodinâmica. Além disso, em analogia 
ao princípio de Le ChâteÜer (Seção 3.4A), pequenas perturba- 
ções do estado estacionário originam mudanças nos fluxos que 
se contrapõem a essas perturbações, de modo a permitir ao sis- 
tema voltar ao estado estacionário. O estado estacionário de 
um sistema aberto é, portanto, análogo ao estado de equilíbrio 
de um sistema isolado; ambos são estados estáveis. 

Nos capítulos que se seguem, será possível ver que mui- 
tos mecanismos regulatórios biológicos funcionam de modo 
a manter um estado estacionário. Por exemplo, o fluxo de 
intermediários de reações em uma via metabólica é, em ge- 
ral, inibido pelo excesso do produto final, e estimulado pelo 
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FIGURA 16.31 Dois exemplos de sistemas abertos em um estado estacionário, (a) O fluxo constante de água no rio ocorre de- 
vido à influência da força da gravidade. O nível de água no reservatório é mantido pela chuva, cuj a principal fonte é a evaporação 
da água do mar. Assim sendo, todo o ciclo é, no final das contas, mantido pela força do sol. ( b ) O estado estacionário da biosfera 
é mantido pelo sol de forma semelhante. As plantas aproveitam a energia da irradiação do sol para sintetizar carboidratos a partir 
de C0 2 e H 2 0. O metabolismo desses carboidratos pelas plantas, ou pelos animais que as ingerem, resulta, então, na liberação da 
energia livre neles armazenada e no retomo de C0 2 e H 2 0 para o ambiente, para completar o ciclo. 


excesso de precursores, por meio da regulação alostérica de 
enzimas-chave (Seção 13.4). 

Os seres vivos aparentemente evoluíram de modo a ob- 
ter a máxima vantagem termodinâmica de seus ambientes. 

C. A termodinâmica do controle metabólico 

a. As enzimas catalisam as reações necessárias de modo 
seletivo 

As reações biológicas são altamente específicas; apenas rea- 
ções que situam-se em vias metabólicas ocorrem em velocida- 


des significativas ; apesar das muitas outras possíveis reações 
termodinamicamente favoráveis. Como exemplo, pode-se 
considerar as reações de ATP, glicose e água. Duas reações 
termodinamicamente favoráveis que o ATP pode sofrer são 
a transferência do grupo fosforila, para formar ADP e glico- 
se-6-fosfato, e a hidrólise, para formar ADP e P ; (Fig. 16.23a). 
Os perfis de energia livre dessas reações estão diagramados 
na Fig. 16.32. A hidrólise do ATP é termodinamicamente 
favorecida sobre a transferência da fosforila para a glicose. 
Entretanto, suas velocidades relativas são determinadas pela 
energia livre de ativação de cada reação para atingir o esta- 



F1GURA 16.32 Diagramas das coordenadas de reação para (1) a reação de ATP e água ( curva em roxo) e a reação de ATP e 
glicose (2) na presença ( curva cor de laranja) e (3) na ausência ( curva amarela) de uma enzima apropriada. Embora a hidrólise do 
ATP seja uma reação mais exergônica que a fosforilação da glicose (AG! é mais negativo que AG 2 ), na presença de uma enzima 
adequada a última reação predomina, pois é favorecida dneticamente (AG 2 < AGj). 
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do de transição (valores de AG + ; Seção 14.1 Cb) e pelas con- 
centrações relativas de glicose e água. Quanto maior AG + , 
mas lenta a reação. Na ausência de enzimas, o AG * para a 
reação de transferência do grupo fosforila é maior que para 
a hidrólise, de modo que a reação de hidrólise predomina 
(embora nenhuma dessas reações ocorra em velocidade bio- 
logicamente significativa). 

As barreiras de energia livre para ambas as reações não 
enzimãíicas são muito maiores que aquela da transferência 
do grupo fosforila para a glicose, quando catalisada por en- 
zima. Assim, a formação enzimática de glicose-6-fosfato é 
cineticamente favorecida sobre a hidrólise não enzimática 
do ATP. O papel de uma enzima , neste caso a hexocinase, é 
reduzir de forma seletiva a energia livre de ativação de uma 
reação quimicamente acoplada , de modo que ela se aproxime 
do equilíbrio mais rapidamente que a reação não acoplada, 
termodinamicamente mais favorável. 

b. Muitas reações enzimátícas ocorrem próximas ao 
equilíbrio 

Embora o metabolismo, como um todo, seja um processo 
que não está em equilíbrio, muitas de suas reações compo- 
nentes funcionam próximas ao equilíbrio. A reação entre o 
ATP e a creatina, para formar fosfocreatina (Seção 16.4Cd) 
é um exemplo. A razão [creatina]/[fosfocreatina] depende da 
[ATP] , pois a creatina-cinase, a enzima que catalisa esta rea- 
ção, tem atividade suficiente para rapidamente equilibrar a 
reação. A velocidade de tal reação próxima ao equilíbrio é 
efetivamente controlada por meio da variação das concen- 
trações de seus reagentes e/ou produtos. 

c. 0 fluxo em vias metabólicas é regulado pelo controle de 
enzimas que operam em condições distantes do equilíbrio 

Outras reações biológicas ocorrem em condições distan- 
tes do equilíbrio. Por exemplo, a reação da fosfofrutocina- 
se (Fig. 16.28) tem uma constante de equilíbrio K f cq = 300. 


Entretanto, em condições fisiológicas, no músculo cardíaco 
do rato, apresenta uma razão de ação de massas [frutose-1,6- 
-bifosfato][ADP]/[frutose-6-fosfato][ATP] = 0,03, que cor- 
responde a um AG = -25,7 kJ * mol -1 (Eq. [3.15]). Essa si- 
tuação surge de um aumento na concentração dos reagentes, 
pois a atividade da fosfofrutocinase é insuficiente para equi- 
librar a reação. Mudanças nas concentrações dos substratos, 
portanto, têm relativamente pouco efeito sobre a velocida- 
de da reação da fosfofrutocinase; a enzima está próxima da 
saturação. Apenas mudanças na atividade da enzima, por 
meio, por exemplo, de interações alostéricas, podem alterar 
de forma significativa essa velocidade. Uma enzima como a 
fosfofrutocinase é, portanto, análoga a uma represa em um 
rio. O fluxo de substrato (velocidade do fluxo) é controlado 
pela variação de sua atividade (alostericamente ou de outra 
forma), de modo semelhante à forma como é controlado o 
fluxo de um rio abaixo da represa, por variações na aber- 
tura de suas comportas (quando os níveis de água nos dois 
lados da represa são diferentes, ou seja, quando não estão 
em equilíbrio). 

A compreensão de como é controlado o fluxo de reagen- 
tes em uma via metabólica requer o conhecimento de quais 
reações funcionam em condições próximas ao equilíbrio e 
quais estão distantes dele. A maioria das enzimas em uma via 
metabólica opera próxima ao equilíbrio e, assim, apresenta 
velocidades sensíveis apenas às concentrações de substratos. 
No entanto, como será visto nos capítulos que se seguem 
(especialmente na Seção 17.4), certas enzimas, que estão lo- 
calizadas estrategicamente em uma via metabólica, operam 
em condições distantes do equilíbrio. Essas enzimas, que são 
alvos de regulação metabólica por interações alostéricas e ou- 
tros mecanismos, são responsáveis pela manutenção de um 
fluxo estável (estado estacionário ) de metabólitos através da 
via. Essa situação, como foi visto, maximiza a eficiência ter- 
modinâmica da via. 


RESUMO DO CAPÍTULO 


1 Vias metabólicas Vias metabólicas são séries de reações con- 
secutivas enzimaticamente catalisadas, que geram produtos espe- 
cíficos para utilização por um organismo. A energia livre liberada 
pela degradação (catabolismo) é, pelo uso de intermediários como o 
ATP e o NADH, utilizada para impulsionar processos endergônicos 
de biossíntese (anabolismo). Carboidratos, lipídeos e proteínas são 
todos convertidos no intermediário comum acetil-CoA, cujo grupo 
acetila é então convertido em C0 2 e H 2 0 pela ação do ciclo do ácido 
cítrico e da fosforilação oxidativa. Um grupo relativamente pequeno 
de metabólitos servem como ponto de partida para todo um conjun- 
to de produtos biossintéticos. As vias metabólicas apresentam cinco 
características principais: (1) vias metabólicas são irreversíveis; (2) 
se dois metabólitos são interconversíveis, a rota sintética do primei- 
ro para o segundo deve diferir da rota do segundo para o primeiro; 
(3) cada via metabólica apresenta um primeiro passo exergônico, 
que compromete o metabólito com a via; (4) todas as vias meta- 
bólicas são reguladas, normalmente na primeira etapa de compro- 
metimento; e (5) nos eucariotos, as vias metabólicas ocorrem em 
compartimentos subcelulares específicos. 

2 Mecanismos das seações orgânicas Quase todas as reações 
metabólicas se enquadram em uma de quatro categorias: (1) reações 


de transferência de grupo; (2) reações de oxidação-redução; (3) eli- 
minações, isomerizações e rearranjos; e (4) reações que estabelecem 
ou rompem ligações carbono-carbono. A maioria dessas reações 
envolve a clivagem heterolítica ou formação de uma ligação, por 
adição de nucleófilos a átomos de carbono eletrofílicos. Reações de 
transferência de grupo, portanto, envolvem a transferência de um 
grupo eletrofílico de um nucleófilo a outro. Os principais grupos 
eletrofílicos transferidos são os grupos acila, fosforila e glicosila. Os 
nucleófilos mais comuns são os grupos amino, hidroxila, imidazol 
e sulfidrila. Eletrófilos participantes de reações metabólicas são 
prótons, íons metálicos, átomos de carbono de carbonilas e iminas 
catiônicas. Reações de oxidação -redução envolvem perda ou ganho 
de elétrons. A oxidação do átomo de carbono normalmente envol- 
ve a clivagem de uma ligação C — H, com a perda, ao final, de dois 
elétrons que participavam de ligações com esse carbono e sua trans- 
ferência a um aceptor de elétrons, como o NAD T . O aceptor final 
de elétrons nos organismos aeróbios é o 0 2 . Reações de eliminação 
são aquelas em que uma ligação dupla C— C é criada a partir de dois 
centros de carbono saturados, com perda de H 2 0, NH 3 , ROH ou 
RNH 2 . Reações de desidratação são as reações de eliminação mais 
comuns. Isomerizações envolvem a troca de ligações duplas dentro 
da molécula. Rearranjos são reações bioquímicas incomuns, nas 
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quais ligações intramoleculares C — C são quebradas e novamente 
formadas, produzindo novos esqueletos carbonados. Reações que 
estabelecem ou quebram ligações C — C formam a base do meta- 
bolismo biossintético e do metabolismo degradativo. No sentido da 
síntese, essas reações envolvem a adição de um carbânion nucleofíli- 
co a um átomo de carbono eletrofüico, O átomo de carbono eletro- 
fílico mais comum é o carbono carbonílico, enquanto carbânions são 
em geral gerados pela remoção de um próton a partir de um átomo 
de carbono adjacente a um grupo carbonílico ou por descarboxila- 
ção de um fl-ceto ácido. 

3 Abordagens experimentais para o estudo do meta boi is- 

mo Abordagens experimentais empregadas na elucidação de vias 
metabólicas incluem a utilização de inibidores metabólicos, estu- 
dos de crescimento e genética bioquímica. Inibidores metabólicos 
bloqueiam vias em passos enzimáticos específicos. A identificação 
dos intermediários resultantes indica o curso da via. Mutações, que 
ocorrem naturalmente em doenças genéticas ou podem ser indu- 
zidas por mutágenos, raios X ou engenharia genética, podem tam- 
bém resultar na ausência ou inatividade de uma enzima. Técnicas 
modernas em genética tornam possível expressar genes introdu- 
zidos em organismos superiores (animais transgênicos) ou inati- 
var (nocaute ar) um gene e estudar os efeitos dessas mudanças no 
metabolismo. Quando marcações isotópicas são incorporadas em 
metabólitos e permite-se a sua entrada em um sistema metabólico, 
suas vias podem ser rastreadas a partir da distribuição da marcação 
nos intermediários. A RM é uma técnica não invasiva, que pode 
ser utilizada para detectar e estudar metabólitos in vivo. Estudos 
em órgãos isolados, fatias de tecido, células e organelas subcelula- 
res têm contribuído enorme mente para o conhecimento da loca- 
lização das vias metabólicas. A biologia de sistemas empenha-se 
em descrever quantitativamente as propriedades e a dinâmica das 
redes biológicas como um todo, por meio da integração de infor- 
mações da genômica, da transcriptômica, da proteômica e da me- 
tabolômica. 

4 Termodinâmica de compostos fosforiiados A energia livre 
para os processos metabólicos endergônicos é suprida pelo ATP 
produzido via processos metabólicos exergônicos. O A G°' de hi- 
drólise do ATP (—30,5 kJ ■ moí -1 ) é intermediário entre aqueles 
dos metabólitos de “alta energia”, como o fosfoenolpiruvato, e os 
metabólitos de “baixa energia”, como a glicose -6 -fosfato. Os gru- 
pos fosforila de “alta energia” são transferidos enzimaticamente 


ao ADP, e o ATP resultante, em uma reação separada, fosforila 
compostos de “baixa energia”. O ATP pode também sofrer cli- 
vagem do pirofosfato, produzindo PP„ cuja hidrólise subsequen- 
te adiciona maior ímpeto termodinâmico à reação. O estoque de 
ATP é muito limitado para que ele atue como reserva de energia. 
Nas células nervosas e musculares dos vertebrados, essa função 
é desempenhada pela fosf ocre atina, que, em condições de baixas 
concentrações de ATP, transfere seu grupo fosforila para o ADP, 
formando ATP. 

5 Reações de oxidação-redução As hemirreações das reações 
redox podem ser fisicamente separadas, formando duas semicélulas 
eletroquímicas. O potencial redox para a redução de A em B 

A ox + B rcd A rcd + B ox 


em que n elétrons são transferidos, é dado pela equaçao de Nernst 



RT, ( [ A red ] [BJ£ ] \ 
«s n V[A” 0 ;i[B r j/ 


O potencial redox de tal reação está relacionado aos potenciais de 
redução de suas hemirreações componentes, % A e por 

m = % A - 


Se % A > i§ D , então A''^ tem maior afinidade por elétrons que B"^. 
A escala de potenciais de redução é definida arbitrariamente, esta- 
belecendo o potencial padrão de redução para a semicélula do hi- 
drogênio como zero. As reações redox são de grande importância 
metabólica. Por exemplo, a oxidação do NADH produz 2,5 ATPs, 
pela intermediação da cadeia transportadora de elétrons. 

6 A termodinâmica da vida Organismos vivos são sistemas 
abertos e, portanto, não podem estar no equilíbrio. Eles devem 
dissipar energia livre continuamente, a fim de realizar suas várias 
funções e preservar suas estruturas altamente organizadas. O estu- 
do da termodinâmica do não equilíbrio tem indicado que o estado 
estacionário, que é mantido pelos organismos vivos, é o estado de 
máxima eficiência nas condições que governam os sistemas aber- 
tos. Mecanismos de controle, que regulam os processos biológicos, 
preservam o estado estacionário regulando as atividades de enzimas 
estrategicamente localizadas nas vias metabólicas. 
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EXERCÍCIOS DE BIOINFORMÁTICA 

Exercícios de Bioinformática estão disponíveis em www.wiley.com/college/voet. 
Capítulo 16 

Enzimas Metabólicas. Explore as bases de dados relacionadas ao metabolismo. 


PROBLEMAS 


1. A glicólise (a quebra da glicose) apresenta a estequiometria 
global abaixo 

Glicose + 2ADP + 2P ; + 2NAD f ► 

2 piruvato “ + 2ATP + 2NADH + 4H + + 2H 2 Q 



enquanto aquela da gliconeogênese (síntese de glicose) é 

2 piruvato + 6ATP + 2NADH + 4H + + 6H z O > 

glicose + 6ADP + 6P + 2NAD 

Qual a estequiometria global para a degradação glicolítica de 1 mol 
de glicose, seguindo-se sua síntese pela gliconeogênese? Explique 
por que é necessário que as vias desses dois processos sej am contro- 
ladas independentemente e por que devem diferir em pelo menos 
uma reação. 

2. Tem sido postulado que um intermediário, em que o fósfo- 
ro pentavalente forma uma bipirâmide trigonal, pode sofrer um 
processo de deformação vibracional conhecido como pseudorro- 
tação, no qual seus ligantes apicais trocam de posição com dois 
ligantes equatoriais, via um estado de transição em pirâmide te- 
tragonal: 


Bipirâmide trigonal 
[X e Y apicais] 


Bipirâmide trigonal 
[02 e 03 apicais] 



Pirâmide tetragonal 
(estado de transição) 


Em uma reação de substituição nucleofílica, dois ciclos de pseudor- 
rotação (de modo a colocar o grupo que está saindo [X] em posição 
apical e o grupo que está atacando [Y ] em posição equatorial) leva- 
riam à retenção ou à inversão da configuração, com a saída do grupo 
que parte? 
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3. Um Curie (Ci) de radioatividade é definido como 3,70 X 10 a 
desintegrações por segundo, o número de desintegrações que ocorre 
em 1 g de 2a ’Ra puro. Uma amostra de 1 ‘C0 2 tem uma radioativida- 
de específica de 5 p,Ci * |xmol. Qual porcentagem de seus átomos 
de C são 14 C? 

4. Na hidrólise do AT? a ADP e P„ a concentração de ATP no 
equilíbrio é muito pequena para ser acuradamente medida. Uma 
maneira melhor de determinar a K' e, assim, o A G°' da reação, é 
considerá-la em dois passos cujos valores de AG°' podem ser me- 
didos com exatidão. Isso tem sido feito utilizando o seguinte par de 
reações (o primeiro sendo catalisado pela glutamina-sintase): 

(1) ATP + glutamato + NH4 v ^ ADP + Pj + glutamina + H 

AG°' = —16,3 kJ • mol” 1 

(2) Glutamato + NH? t ^ glutamina + H 2 Ü + H” 

AGf' = -14,2 kJ • mol -1 

Qual o AG°' para a hidróUse do ATP, de acordo com esses dados? 
*5. Considere a reação catalisada pela hexocinase: 

ATP + glicose v ADP + glicose-6-fosfato 

Uma mistura contendo 40 m M de ATP e 20 m M de glicose foi incu- 
bada com hexocinase em pH 7 a 25 °C. Calcule as concentrações dos 
reagentes e produtos no equilíbrio (ver Tabela 16.3). 

6 . No metabolismo aeróbio, a glicose é oxidada completamente 
na reação 

Glicose + 6 0 2 \ ^ 6C0 2 + 6H 2 0 

com a geração acoplada de 32 moléculas de ATP, a partir de 32 mo- 
léculas de ADP e 32 de P,. Supondo que o AG para a hidrólise do 
ATP a ADP P, nas condições intracelulares seja —50 kJ • mol” e 
que o AG para a combustão da glicose seja —2.823,2 kJ • mol -1 , qual 
a eficiência da reação de oxidação da glicose em termos da energia 
livre capturada na forma de ATP? 

7. As concentrações intracelulares típicas de ATP, ADP e P ; no 
músculo são 5,0, 0,5 e 1,0 m M, respectivamente. A 25°C e pH 7: 

(a) Qual a energia livre de hidrólise do ATP nessas concen- 
trações? 

(b) Calcule a razão das concentrações de fosfocreatina para 
creatina para a reação da creaüna-cinase no equilíbrio 

Creatina + ATP t - fosfocreatina + ADP 

se ATP e ADP apresentarem as concentrações citadas anteriormen- 
te. (c) Qual a razão entre as concentrações de ATP e ADP necessá- 
ria, nas condições acima, para produzir uma razão de fosfocreatina 
para creatina igual a 1 no equilíbrio? Se a concentração de P. perma- 
necer 1,0 mJVÍ, qual seria a energia livre de hidrólise do ATP nessas 
últimas condições? 


*8. Supondo que as concentrações intracelulares de ATP, ADP e 
P. são aquelas fornecidas no problema 7: (a) Calcule a concentração 
de AMP em pH 7 e a 25°C quando a reação da adenilato-cinase 

2ADP ATP + AMP 

estiver no equilíbrio, (b) Calcule a concentração de AMP no equi- 
líbrio quando e energia livre de hidrólise do ATP para ADP e P ( 
é —55 kJ ■ mol” . Para este cálculo, suponha que [PJ e ([ATP] + 
[ADP]) permaneçam constantes. 

9. Usando os dados fornecidos na Tabela 16.4, liste as seguintes 
substâncias em ordem decrescente de capacidade oxidante: (a) fu- 
marato”, (b) cistina, (c) 0 2 , (d) NADP”, (e) citocromo c (Fe 1- ), e (f) 
ácido lipoico. 

I. 0. Calcule as concentrações dos reagentes e produtos da reação 

Acet o acetato ” + NADH + H“ s. v 

(3-hidroxibutirato” + NAD 

no equilíbrio, quando as concentrações iniciais de acetoacetato e 
NADH são 0,01 e 0,005 M, respectivamente, e fl-hidroxibutirato” e 
NAD" estão inicialmente ausentes. Suponha que a reação ocorra a 
25° C e pH 7. 

II. Em bactérias anaeróbias, o aceptor final dos elétrons no meta- 
bolismo é outra molécula, que não o ü 2 . Uma das principais exigên- 
cias para qualquer par redox utilizado como fonte de energia livre 
metabólica é que ele forneça energia livre suficiente para gerar ATP 
a partir de ADP e P r . Indique quais dos seguintes pares redox são su- 
ficientemente exergônicos para permitir que uma bactéria adequa- 
damente equipada possa utilizá-los como principal fonte de energia. 
Suponha que as reações redox para a formação do ATP requerem 
dois elétrons e que % = A%°'. 

(a) Etanol + NOj (c) H 2 4- S 

(b) Fumarato + SO, (d) Acetaldeído + acetaldeído 

12. Calcule A G°' para os seguintes pares de hemirreações em pH 
7 e a 25°C. Escreva a reação equilibrada para a reação global e indi- 
que em que sentido ela ocorre espontaneamente em condições pa- 
drão. 

(a) (H + /l/2 H 2 ) e (1/2 0 2 + 2H^/H 2 0) 

(b) (Piruvato" + 2H + /lactato”) e (NAD + + H + /NADH) 

*13. A hipótese quimiosmótica (Seção 22.3A) postula que o ATP é 
gerado na reação de 2 elétrons: 

ADP + P, + 2H + (baixo pH) 

ATP + H 2 0 + 2H 4 (alto pH) 

que é impulsionada por um gradiente de pH gerado metabolicamen- 
te na mitocôndria. Qual a magnitude do gradiente de pH necessário 
para a síntese líquida de ATP a 25°C e pH 7 se as concentrações 
de ATP, ADP e P ; no estado estacionário forem 0,01, 10 e 10 m M, 
respectivamente? 

14. O suco gástrico é constituído por HC1 0,15 M. O plasma san- 
guíneo, que é a fonte desses H e Cl”, possui uma concentração de 
Cl” de 0,10 M e tem pH igual a 7,4. Calcule a energia livre necessária 
para produzir HC1 em 0,1 L de suco gástrico, a 37°C. 


Glicolise 


CAPÍTULO 17 


1 A via giicolftica 

A. Perspectiva histórica 

B. Visão gerai da via 

2 As reações da glicolise 

A. Hexocinase: a primeira utilização de ATP 

B. Fosfoglicose-isomerase 

C. Fosfofrutocinase: a segunda utilização de ATP 

D. Aldolase 

E. Triose-fosfato-isomerase 

F. Giiceraldeído-3-fosfato desidrogenase: a formação do 
primeiro intermediário de “aita energia" 

G. Fosfogllcerato-cinase: a primeira geração de ATP 

H. Fosfoglicerato-mutase 

I. Enolase: a formação do segundo intermediário de "alta 
energia" 

J. Piruvato-cinase: a segunda geração de ATP 

3 Fermentação: o destino anaeróbio do piruvato 

A. Fermentação homolãctica 

B. Fermentação alcoólica 

C. Energética da fermentação 

4 Controle e regulação metabólica 

A. Homeostasia e controle metabólico 

B. Fiuxo metabólico 

C. Análise do controle metabólico 

D. Análise do suprimento e da demanda 

E. Mecanismos de controle de fiuxo 

F. Regulação da glicolise no músculo 

5 Metabolismo de outras hexoses 

A. Frutose 

B. Galactose 

C. Manose 


Agora, inicia-se a discussão sobre rotas metabólicas espe- 
cíficas considerando a glicolise (do grego: glykos, doce; ly- 
sis, romper), a via pela qual a glicose é convertida em piru- 
vato pela frutose-l,6-bifosfato, com a produção de 2 mols 
de ATP por mol de glicose. Essa sequência de 10 reações 
enzimáticas, que é provavelmente a rota bioquímica me- 
lhor compreendida, tem um papel central no metabolismo 
energético por produzir uma porção significativa da ener- 
gia utilizada pela maioria dos organismos e por preparar a 


glicose, e também outros carboidratos, para a degradação 
oxidativa. 

No estudo da glicolise, e no estudo de todo o metabolis- 
mo, tenta-se entender a via em quatro níveis: 

1. As etapas da interconversão química, isto é, a sequência 
de reações pela qual a glicose é convertida nos produtos fi- 
nais da via metabólica. 

2. O mecanismo da conversão enzimática de cada interme- 
diário da via no seu sucessor. 

3. A energética das conversões. 

4. Os mecanismos controladores do fluxo (velocidade de 
fluxo) dos metabólitos ao longo da via. 

0 fluxo dos metabólitos através da via é extremamente 
sensível às necessidades do organismo pelos produtos da 
via metabólica. O fluxo pela via, por meio de uma rede 
complexa de mecanismos de controle, aumenta somente o 
necessário. 

1 A VIA GLICOLÍTICA 

Uma visão geral do metabolismo da glicose está representa- 
da na Fig. 17.1. Em condições aeróbias, o piruvato formado 
pela glicolise é oxidado pelo ciclo do ácido cítrico (Capítulo 
21) e pela fosforilação oxidativa (Capítulo 22) até CO 2 e água. 
Em condições anaeróbias, entretanto, o piruvato é, em vez 
disso, convertido em um produto final reduzido, que é o lac- 
tato no músculo (fermentação homolãctica; a fermentação é 
um processo biológico de reações anaeróbias ) e etanol + C0 2 
em levedura (fermentação alcoólica ). 

A. Perspectiva histórica 

A fermentação da glicose até etanol e C0 2 pelas leveduras 
(Fig. 17.2) tem sido um processo utilizado desde antes do iní- 
cio de qualquer registro histórico. Tanto a vinificação como a 
panificação exploram esse processo. Mas a investigação cien- 
tífica do mecanismo da glicolise começou somente na segun- 
da metade do século XIX. 

Nos anos de 1854 a 1864, Louis Pasteur determinou que 
a fermentação é causada por microrganismos. Entretanto, foi 
somente em 1897 que Eduard Buchner demonstrou que ex- 
tratos sem leveduras também podiam realizar esse processo. 
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FIGURA 17.1 Glicólise. A glicólise converte glicose em 
piruvato, produzindo dois ATP. Em condições anaeróbias, 
a fermentação alcoólica do piruvato ocorre em leveduras, 
enquanto a fermentação homoláctica ocorre no músculo. Em 
condições aeróbias, o piruvato é oxidado em H z O e C0 2 pelo 
ciclo do ácido cítrico (Capítulo 21) e da fosforilação oxidativa 
(Capítulo 22). 


Essa descoberta desmentiu a crença então amplamente acei- 
ta de que a fermentação, e todo outro processo biológico, se- 
ria mediada por alguma “força vital” inerente à matéria viva 
e, assim, trouxe a glicólise para a competência da química. 
Esse foi o maior passo no desenvolvimento da bioquímica 
como ciência. Embora, a princípio, o uso de extratos isentos 
de células tenha permitido a “dissecção” sistemática das rea- 
ções dessa via, a elucidação completa da via glicolítica foi um 
projeto a longo prazo, porque as técnicas analíticas para o 
isolamento e identificação de intermediários e enzimas tive- 
ram de ser desenvolvidas simultaneamente. 

Nos anos de 1905 a 1910, Arthur Harden e William 
Young fizeram duas importantes descobertas: 

L O fosfato inorgânico é necessário para a fermentação e 
é incorporado na frutose-1 ,6-bifosfato, um intermediário do 
processo. 

2. Um extrato sem leveduras pode ser separado, por diá- 
lise, em duas frações que são ambas necessárias para a fer- 
mentação: uma fração não dializável sensível ao calor foi 
denominada zimase, e uma fração dializável, estável ao ca- 



F1GURA 17.2 MicrograGa eletrônica de células de levedura. 

(Biophoto Associates/Photo Researches, Inc.) 


lor, foi denominada cozimase. Posteriormente, foi demons- 
trando que a cozimase é uma mistura de cofatores, coen- 
zimas como o NAD + , o ATP e o ADP, assim como íons 
metálicos. 

Nos esforços para identificar os intermediários da via, 
os primeiros investigadores da glicólise desenvolveram uma 
técnica geral de investigação metabólica que é usada hoje: 
foram encontrados reagentes que inibem a formação de pro- 
dutos da via, causando, portanto, o acúmulo de metabólitos 
que podem então ser identificados como intermediários da 
via. Ao longo dos anos da pesquisa que procurou identificar 
os intermediários da glicólise, foram descobertos vários rea- 
gentes que inibem a produção de etanol a partir de glicose 
em extratos de leveduras. O uso de inibidores diferentes re- 
sulta no acúmulo de diferentes intermediários. Por exemplo, 
a adição de iodoacetato a extratos de leveduras em fermen- 
tação causa o acúmulo de frutose-1 ,6-bifosfaío, enquanto a 
adição de íon fluoreto induz o acúmulo de 3-fosfoglicerato e 
2-fosfoglicerato: 
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Os mecanismos de ação desses inibidores são discutidos nas 
Seções 17.2Da e 17.21, respectivamente. 

Uma descoberta notável desses estudos foi que os mes- 
mos intermediários e as atividades enzimáticas podiam ser 
isoladas não somente de leveduras, mas de uma grande va- 
riedade de outros microrganismos. Com poucas exceções 
(ver Problema 11 nesse capítulo), todos os organismos vivos 
metabolizam a glicose por rotas metabólicas idênticas. Apesar 
de sua enorme diversidade, eles compartilham uma mesma 
bioquímica. 

Por volta de 1940, com a elucidação da via completa da 
glicólise, os esforços dos muitos pesquisadores frutificaram. 
O trabalho de três dessas pessoas, Gustav Embden, Otto 
Meyerhof e Jacob Parnas, foi tão reconhecido que a glicó- 
lise é conhecida também como via de Embden-Meyerhof- 
Parnas. Outras grandes contribuições para a elucidação 
dessa via foram dadas por Cari e Gerty Cori, Cari Neuberg, 
Robert Robison e Otto Warburg. 

B. Wsão geral da via 

Antes de iniciar a discussão detalhada das enzimas da gli- 
cólise, será examinada a via como um todo e a forma como 
ela se encaixa no metabolismo animal de um modo geral. 
A glicose aparece com frequência no sangue como resul- 
tado da quebra de polissacarídeos grandes (Seções 11.2B; 
11.2Db e 18.1) ou da sua síntese a partir de precursores não 
glicídicos (gliconeogênese; Seção 23.1). O destino das he- 
xoses, que não a glicose, é discutido na Seção 17.5. A gli- 
cose entra na maioria das células por transportadores es- 
pecíficos que a levam do exterior da célula para o citosol 
(Seção 20.2E). As enzimas da glicólise estão localizadas no 
citosol, onde estão fracamente associadas, se tanto, com es- 
truturas celulares como as membranas . Entretanto, existem 
consideráveis evidências circunstanciais mostrando que 
enzimas sucessivas na via glicolítica associam-se fracamen- 
te, possivelmente para facilitar a transferência eficiente de 
intermediários entre enzimas. Tais associações de enzimas 
funcionalmente relacionadas têm sido denominadas meta- 
bolomas. Entretanto, nenhum complexo de enzimas glicolí- 
ticas foi isolado até hoje. 

A glicólise converte a glicose em duas unidades de C 3 (pi- 
ruvato), com menor energia livre, em um processo que atrela a 
liberação de energia livre para sintetizar A TP a partir de ADP 
e P t . Esse processo requer uma via de reações de transferên- 
cia de grupos acopladas quimicamente (Seções 16.4 e 16.6). 
Então, a estratégia química da glicólise é: 

1. Adição de grupos fosforilados à glicose. 

2. Conversão química de intermediários fosforilados em 
compostos com alto potencial de transferência de grupos 
fosfato. 

3. Acoplamento químico da subsequente hidrólise das 
substâncias reativas com a síntese de ATP. 

As 10 reações da glicólise catalisadas enzimaticamente 
estão representadas na Fig. 17.3. Observe que o ATP é usa- 


do precocemente na via para sintetizar compostos fosfori- 
lados (Reações 1 e 3), mas, posteriormente, é ressintetizado 
(Reações 7 e 10). A glicólise pode ser dividida em dois estágios: 

Estágio I (Reações 1.5): estágio preparatório em que 
a hexose-glicose é fosforilada e clivada para gerar duas 
moléculas da triose gliceraldeído-3-fosfato. Esse proces- 
so consome dois ATP como uma forma de investimento 
energético. 

Estágio II (Reações 6-10): duas moléculas de gliceral- 
deído-3 -fosfato são convertidas em piruvato, com a conco- 
mitante geração de quatro ATP. A glicólise, portanto, tem 
um rendimento de dois ATP por gücose: o estágio I consome 
dois ATP e o estágio II produz quatro ATP. 

A reação total é: 

Glicose + 2NAD + + 2ADP + 2P, » 

2NADH + 2 piruvato + 2ATP + 2H z O + 4H + 

a. O poder oxidante do NAD " deve ser reciclado 
O NAD é o principal agente oxidante da glicólise. O 
NADH produzido por esse processo (Fig. 17.3, Reação 6) 
deve ser continuamente reoxidado para manter a via suprida 
com NAD ! . Existem três vias comuns nas quais isso ocorre 
(Fig. 17.1 , parte inferior): 

L No músculo, em condições anaeróbias, o NAD é rege- 
nerado quando o NADH reduz o piruvato a lactato (fermen- 
tação homoláctica; Seção 17. 3 A). 

2. Em leveduras, em condições anaeróbias, o piruvato é 
descarboxilado para gerar C0 2 e acetaldeído e é reduzido 
pelo NADH para gerar NAD ’ e etanol (fermentação alcoó- 
lica; Seção 17.3B). 

3. Em condições aeróbias, a oxidação mitocondrial de cada 
NADH a NAD + gera 2,5 ATP (Seção 22.2 A). 

Portanto, na gücólise aeróbia, o NADH pode ser consi- 
derado como um composto de “alta energia”, enquanto na 
glicólise anaeróbia a sua energia livre de oxidação é dissipa- 
da como calor. 

2 AS REAÇÕES DA GLICÓLISE 

él Ver Exploração guiada 14: Visão geral da glicólise Nesta seção, 
as reações de glicólise serão examinadas mais detalhadamen- 
te, descrevendo as propriedades individuais das enzimas e 
seus mecanismos. Na Seção 17.3, será considerado o destino 
anaeróbio do piruvato. Finalmente, na Seção 17.4 será con- 
siderada a termodinâmica do processo inteiro e enfocado o 
controle do fluxo de metabólitos pela via. No decorrer do 
estudo de cada enzima glicolítica, serão encontrados muitos 
mecanismos de reações orgânicas (Seção 16.2). Certamente, 
o estudo dos mecanismos de reações orgânicas tem sido ines- 
timável na compreensão dos mecanismos pelos quais as enzi- 
mas catalisam as reações. 
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HGURA 17.3 Degradação da glicose na via glicolítica. A glicólise pode ser dividida em duas etapas. Na etapa I (Reações 1-5), a 
glicose é fosforilada e clivada para formar duas moléculas de triose, o gliceraldeído-3 -fosfato. Esse procedimento necessita do gasto 
de dois ATP em um “investimento de energia” (Reações 1 e 3). Na etapa II (Reações 6-10), as duas moléculas de gliceraldeído-3 - 
-fosfato são convertidas a piruvato com a concomitante produção de quatro ATP (Reações 7 e 10). Ver Figuras animadas 
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Observe que a estrutura por raios X de cada uma das 10 
enzimas glicolíticas foi elucidada. Todas essas enzimas são 
homodímeros ou homotetrâmeros com simetria D 2 (Seção 
8.5B), cujas subunidades consistem principalmente em domí- 
nios a/p (Seção 8.3B). 


A. Hexocinase: a primeira utilização de ATP 

A Reação 1 da glicólise é a transferência, na reação catalisa- 
da pela hexocinase (HK), de um grupo fosforil do ATP para 
a glicose para formar glicose-6-fosfato (G6P): 



1 


hexocinase 

Mg 2+ 


+ ATP 


t 



Glicose-6-fosfato 

(G6P) 


+ ADP + H 


+ 


Cinases são enzimas que transferem grupos fosforil entre 
ATP e um metabólito (Seção 16.4C). O metabólito que ser- 
ve como aceptor do grupo fosforil para uma cinase espe- 
cífica é identificado no prefixo do nome da cinase. A HK 
é uma enzima relativamente não específica encontrada em 
todas as células que catalisam a fosforilação de hexoses, 
como a D-glicose, a D-manose e a D-frutose. As células do 
fígado também contêm glicocinase, que catalisa a mesma 
reação, mas está principalmente envolvida na manutenção 
dos níveis de glicose sanguínea (Seção 18.3Fa). O segundo 
substrato da HK, assim como de outras cinases, é um com- 
plexo Mg 2 -ATP. Na verdade, o ATP não complexado é 
um potente inibidor competitivo da HK. Raramente será 
mencionada essa necessidade, mas Mg 2 " é essencial para 
a atividade das cinases (outros íons metálicos divalentes, 
como o Mn 2 ", frequentemente satisfazem a necessidade de 
íons metálicos das cinases in vitro, mas o Mg 2+ é a espécie 
fisiológica normal). 

a. A cinética e o mecanismo da reação da hexocinase 
A hexocinase apresenta um mecanismo aleatório Bi Bi em 
que a enzima forma um complexo ternário com a glicose e 
o Mg 2 + -ATP antes que a reação ocorra. Sabe-se que o Mg 2+ , 
por meio da complexação com os átomos de oxigênio do fos- 
fato, protege as cargas negativas do ATP, fazendo com que o 
átomo de fosfato seja mais acessível para o ataque nucleofíli- 
co pelo OH do C6 da glicose (Fig. 17.4). 

Uma questão importante sobre o mecanismo é por que 
a HK catalisa a transferência do grupo fosforil do ATP 



FIGURA 17.4 O ataque nucleofílico do grupo —OH do C 6 da 
glicose sobre o 7 -fosi'ato do complexo Mg 2 -ATP. A posição 
do íon Mg 2 : é apresentada como um exemplo; sua posição 
verdadeira não pode ser determinada de forma conclusiva. De 

T I 

qualquer forma, o Mg" tem a função de proteger os grupos do 
ATP carregados negativamente e, desta forma, facilitar o ata- 
que nucleofílico. 


para a glicose, produzindo G6P, e não para a água, produ- 
zindo ADP + P, (hidrólise do ATP)? A água, certamen- 
te, é pequena o suficiente para se encaixar com perfeição 
no sítio de ligação enzimática do grupo aceptor de fosfa- 
to. Além disso, a transferência do grupo fosforil do ATP 
para a água é mais exergônica do que a transferência do 
grupo fosforil para a glicose (Tabela 16.3), especialmente 
porque, in vivo, a [H 2 Oj = 55,5 Mea [glicose] = 5 a 10 
mM. Mesmo assim, a HK catalisa a transferência do fosfo- 
ril para a glicose 40.000 vezes mais rapidamente do que o 
faz para a água. 

A resposta para essa questão foi dada por Thomas Steitz 
por meio de estudos estruturais por raios X da HK de leve- 
dura. A comparação das estruturas por raios X da HK e do 
complexo HK-glicose indica que a glicose induz uma grande 
mudança conformacional na HK (Fig. 17.5). Os dois lóbu- 
los que formam a cavidade do sítio ativo movem-se um em 
direção ao outro em até 11,5 À, de forma a englobar a gli- 
cose, lembrando o fechamento de uma mandíbula. Esse mo- 
vimento coloca o ATP muito próximo do grupo —C6H 2 OH 
da glicose e elimina a água do sítio ativo ( catálise por efeitos 
de proximidade; Seção 15.1 E). Se o grupo catalítico da enzi- 
ma e o grupo reagente do substrato estivessem na posição 
adequada para a reação enquanto a enzima estivesse na po- 
sição aberta (Fig. 17.5a), a hidrólise do ATP seria a reação 
dominante. Essa conclusão é confirmada pela observação de 
que a xilose, que difere da glicose apenas pela falta do grupo 
— C6H 2 OH, 


H 



üí-D-xilose 

aumenta em muito a velocidade da hidrólise do ATP pela 
HK (supostamente, a xilose induz a mudança conformacio- 
nal ativadora enquanto a água ocupa o sítio de ligação do 
grupo hidroximetila perdido). Claramente, essa mudança 
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(a) 




FIGURA 17.5 Modificações conformadonais na hexocinase 
de levedura induzidas pela glicose. A enzima está representada 
por sua superfície molecular transparente com suas fitas incor- 
poradas em representação colorida com seu domínio grande em 
roxo e seu domínio pequeno em amarelo. Modelos de volume 
atômico da (a) hexocinase livre e (b) ligada com a glicose com 
o C em verde e o O em vermelho. Observe a aparência bilobu- 
lar proeminente da enzima livre. Os dois lóbulos do complexo 
enzima-substrato movem-se um em direção ao outro por 17° de 
rotação, englobando o substrato. (Com base nas estruturas por 
raios X obtidas por Igor Polikarpov, Instituto de Física em São 
Carlos, São Paulo. PDBids 1IG8 e 3B8A.) jfl, Ver Exercícios 
interativos 


conformacional induzida pelo substrato na HK é responsável 
pela especificidade da enzima . Além disso, a polaridade do sí- 
tio ativo é reduzida pela remoção da água, desencadeando o 
processo da reação nucleofílica. Outras cinases têm a mesma 
estrutura com uma cavidade tão profunda como a da HK (p. 
ex., Seção 17.2G) e passam por mudanças conformacionais 


no momento da ligação com seu substrato. Isso sugere que 
todas as cinases têm mecanismos semelhantes para mante- 
rem a especificidade. 


B. Fosfoglicose-isomerase 

A Reação 2 da glicólise é a conversão de G6P em frutose-6- 
-fosfato (F6P) pela fosfoglicose-isomerase (PGI; também 
denominada de glicose-6-fosfato-isomerase). Esta é uma iso- 
merização de uma aldose para uma cetose: 



Glicose-6-fosfato (G6P) 

A 


Fosfoglicose 
isomerase (PGI) 

/ 



Frutose-6-fosfato (F6P) 


Uma vez que tanto a G6P como a F6P ocorrem predo- 
minantemente em suas formas cíclicas (a Fig. 11.4 mostra 
essas estruturas para os açúcares não fosforilados), a reação 
requer a abertura do anel, seguida pela isomerização e pos- 
terior fechamento do anel. A determinação da dependência 
do pH da enzima levantou a hipótese da participação da 
cadeia lateral de um aminoácido no mecanismo catalítico. 
A velocidade catalítica apresenta uma curva de dependên- 
cia de pH em forma de sino com pK característicos de 6,7 
e 9,3, o que sugere a participação catalítica de His e Lys 
(Seção 14.4). Efetivamente, a comparação entre as sequên- 
cias de aminoácidos de PGI de diferentes organismos de- 
monstra que os resíduos da His e da Lys são conservados. 
Entretanto, um resíduo de Glu também é conservado e, 
como jã foi observado para a lisozima (Seção 15.2Ba), o Glu 
pode ter um p K excepcionalmente alto em certas condições. 
Na verdade, a estrutura por raios X da PGI demonstra que 
oGlu216ea His 388 formam uma díade catalítica ligada 
por ligação de hidrogênio (assemelhando-se à interação dos 
resíduos de Asp e His na tríade catalítica das serino-prote- 
ases; Fig. 15.20), o que facilita a ação da His 388 como um 
catalisador acidobásico. 

Um mecanismo de reação proposto para a reação da 
PGI envolve a catálise geral acidobásica pela enzima (Fig. 
17.6): 

Etapa 1 Ligação do substrato 

Etapa 2 Um ácido, provavelmente o grupo s-amino da 
Lys, catalisa a abertura do anel. 
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Glicose-6-fosfato (G6P) 
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Frutose-6-fosfato (F6P) 



FIGURA 17.6 Mecanismo de reação da 
fosfoglicose-isomerase. Acredita-se que os re- 
síduos catalíticos do sítio ativo (BH e B') se- 
jam a Lys e a díade His-Glu, respectivamente. 




Intermediário 

cis-enediolato 


Etapa 3 Uma base, provavelmente a porção imidazólica 
da díade His-Glu, retira o próton ácido do C2 para formar 
um intermediário ds - ene dio lato (esse próton é ácido porque 
ele está em a em relação a um grupo carbonila). 

Etapa 4 O próton é substituído em Cl em uma trans- 
ferência de prótons. Os prótons removidos pelas bases são 
lábeis e rapidamente substituídos por prótons do solvente. 

No entanto, Irwin Rose confirmou essa etapa por meio da 

.■1 

demonstração de que a [2- J H]G6P é ocasionalmente trans- 
formada em [1- 3 HJF6P pela transferência intramolecular de 
prótons antes que 3 H tenha tido a chance de ser trocado com 
o meio. 

Etapa 5 O fechamento do anel para formar o produto, 
que é posteriormente liberado para produzir a enzima livre, 
completando o ciclo catalítico. 

A PGI, assim como a maioria das enzimas, catalisa rea- 
ções com estereoespecificidade praticamente absoluta. Para 
compreender essa afirmação, deve-se comparar o mecanis- 
mo de reação enzimática proposto com a isomerização não 


FIGURA 17. 7 Isomerização, catalisada por base, da glicose, 
da manose e da frutose. Na ausência da enzima, esta reação 
não é estereoespecífica. 
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enzimática, catalisada por base, da glicose, da frutose e da 
manose (Fig. 17.7). A glicose e a manose são epímeros por- 
que se diferenciam pela configuração de apenas um centro 
quiral, C2 (Seção 11.1 A). No intermediário enediolato, as- 
sim como na forma linear da frutose, o C2 não apresenta 
quiralidade. Dessa forma, em sistemas não enzimáticos, 
a isomerização da glicose catalisada por base também re- 
sulta na racemização do C2 com a produção de manose. 
Na presença de PGI, entretanto, medidas de H por RM 
indicam que a velocidade da reação de isomerização é 
maior do que a reação de epimerização em várias ordens 
de magnitude. Evidentemente, a PGI protege o lado do 
enediolato pelo qual o H deve ser adicionado para formar 
a manose-6-fosfato. 

C. Fosfofrutocinase: a segunda utilização de ATP 

Na Reação 3 da glicólise, a fosfofrutocinase (PFK) fosforila 
o F6P para produzir frutose- 1,6-bifosfa to (FBP ou F1,6P; de- 
nominada previamente de frutose-l,6-difosfato [FDP]): 
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Essa reação é semelhante à reação da hexocinase (Reação 
1 na Fig. 17.3; Seção 17.2A). A PFK catalisa o ataque nucle- 
ofílico pelo grupo Cl — OH da F6P no átomo de fósforo y 
eletrofílico do complexo Mg 2 + — ATP. 


A PFK desempenha um papel fundamental no controle 
da glicólise porque catalisa uma das reações determinantes da 
velocidade dessa via. Em muitos organismos, a atividade da 
PFK é aumentada alostericamente por uma série de substân- 
cias, incluindo o AMP, e é inibida alostericamente por uma 
série de outras substâncias, incluindo o ATP e o citrato. O 
controle da PFK é primorosamente complexo. O mecanismo 
pelo qual essa enzima regula a via glicolítica está descrito na 
Seção 17.4F. 


D. Aldolase 

A aldolase catalisa a Reação 4 da glicólise, a clivagem da 
FBP para produção de duas trioses, o gliccr aldeído -3-fosfato 
(GAP) e a di-hidroxiaccto na- fosfato (DHAP): 
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Essa reação é uma clivagem de aldol (condensação in- 
versa de aldol), cujo mecanismo não enzimático, catalisa- 
do por uma base, é apresentado na Fig. 17.8. Observe que 
a clivagem de aldol entre o C3 e o C4 da FBP requer uma 
carbonila no C2 e uma hidroxila no C4. Dessa forma, a “ló- 
gica” da Reação 2 na via glicolítica, a isomerização da G6P 
em F6P, está esclarecida. A clivagem de aldol da G6P teria 
resultado em produtos de cadeia carbonada de comprimento 
desigual, enquanto a clivagem de aldol da FBP resulta em 
dois compostos de C3 interconversíveis que podem entrar 
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FIGURA 17 ,8 Mecanismo de clivagem do aldol catalisado por uma base* A condensação do aldol ocorre pelo mecanismo inverso. 
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em uma mesma via de degradação. O intermediário enolato 
na clivagem de aldol é estabilizado pela ressonância resultan- 
te do caráter removedor de elétrons do átomo de oxigênio 
da carbonila. 

Observe que, neste ponto da via, o sistema de numera- 
ção dos átomos muda. Os átomos 1 , 2 e 3 da glicose se trans- 
formam nos átomos 3, 2 e 1 da DHAP, portanto invertendo 
a ordem. Os átomos 4, 5 e 6 se transformam em átomos 1, 2 e 
3 do GAP (Fig. 17.3). 

a. Há duas classes de mecanismos de aldolases 
A clivagem de aldol é catalisada por meio da estabilização 
do intermediário enolato pelo aumento do deslocamento do 
elétron. Existem dois tipos de aldolases, que são classificadas 
conforme a química empregada para estabilizar o enolato. 
Nas aldolases de Classe I, presentes em animais e em plantas, 
a reação ocorre como descrito a seguir (Fig. 17.9): 

Etapa 1 Ligação do substrato. 

Etapa 2 Reação do grupo carbonila do FBP com o grupo 
e-amino da Lys 229 do sítio ativo, para formar um cátion imi- 
na, isto é, uma base de Schiff protonada. 

Etapa 3 Clivagem da ligação C3 — 04, resultando na 
formação de enamina e na liberação de GAP. O íon imina, 
como foi visto na Seção 16. 2E, é um grupo removedor de elé- 
trons melhor do que o átomo de oxigênio do grupo carbonila 
do precursor. Dessa forma, a catálise ocorre porque o inter- 
mediário enamina (Fig. 17.9, Etapa 3) é mais estável do que o 
intermediário enolato correspondente da reação de clivagem 
de aldol, catalisada por uma base (Fig. 17.8; Etapa 2). 

Etapa 4 Protonação da enamina, formando um íon imina. 

Etapa 5 Hidrólise desse cátion imina para liberação de 
DHAP, com a regeneração da enzima livre. 


porque os reagentes grupo -específicos apropriados inati- 
vam a enzima pela reação com esses resíduos. Por exemplo, 
a reação de um resíduo de Cys específico da aldolase com 
ácido iodoacético inativa a enzima e resulta no acúmulo de 
FBP observado nos estudos anteriores de inibição da glicó- 
lise (Seção 17.1 A). Entretanto, a mutagênese sítio-dirigida 
do resíduo da Cys supostamente envolvido na atividade ca- 
talítica para Ala não leva à perda da função enzimática. A 
modificação desse resíduo de Cys aparentemente previne as 
mudanças conformacionais necessárias para a ligação pro- 
dutiva de substratos. 

Estudos iniciais da estrutura por raios X da aldolase 
sugeriram que a cadeia lateral da Tyr estaria posicionada 
para atuar como o catalisador acidobásico do sítio ativo, e 
que a His seria necessária para a manutenção da orientação 
cataliticamente ativa da Tyr. O reexame dos dados obtidos 
por raios X levaram a uma outra modificação no mecanis- 
mo. A Tyr vista originalmente no sítio ativo trocou de po- 
sição nessa nova análise, ficando fora do contato do sítio 
ativo. Nesse caso, o Asp 33 e a Lys 229 parecem atuar como 
catalisadores acidobásico. Esses resíduos são conservados 
evolutivamente e mutagênese nos mesmos elimina a ativi- 
dade enzimática. Esse é um exemplo excelente da cautela 
que deve ser empregada na interpretação de modificações 
químicas e de dados estruturais e do poder da mutagênese 
sítio-dirigida para estudar os mecanismos enzimáticos (ver, 
no entanto, Seção 15.3Ba). 

Aldolases de Classe II, as quais são encontradas em 
fungos, algas e algumas bactérias, não formam base de 
Schiff com o substrato. Em vez disso, um cátion divalente, 
em geral Zn 2 ou Fe 2f , polariza o oxigênio da carbonila do 
substrato para estabilizar o intermediário enolato da reação 
(Fig. 16.12d): 


A prova para a formação da base de Schiff na Etapa 2 
foi a constatação do “aprisionamento” do 14 C-marcado da 
DHAP na enzima pela reação com NaBH 4 , que reduz a imi- 
na à amina: 
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O produto radioativo foi hidrolisado e identificado como N 6 - 

P-gliceril-lisina. 

Inicialmente, acreditava-se que os resíduos de Cys e 
de His agissem como catalisadores ácidos e básicos que fa- 
cilitavam a transferência de prótons na reação da aldolase, 


CH 2 OPOg - CHjOPOf 

C = O • • ■ Zn 2 — Enzima < — > C — 0~ * ■ Zn 2 -— Enzima 

I [I 

HO H HO H 

As duas classes de aldolases estão relacionadas? Apesar 
de ambas as classes apresentarem a cinética Uni Bi implícita 
nos seus mecanismos, elas exibem apenas aproximadamente 
15% de identidade entre suas sequências, colocando-as em 
uma zona obscura para o estabelecimento de homologias 
(Seção 7.4Ba). No entanto, suas estruturas por raios X re- 
velam que elas apresentam o mesmo dobramento, o barril 
a/p. A evolução desse dobramento, que é muito comum, é 
abordada na Seção 8.3Bh. 

b. Por que duas classes de aldolase? 

Uma vez que a glicólise provavelmente surgiu muito preco- 
cemente na história evolutiva, a existência de duas classes de 
aldolase é inesperada. Foi postulado originalmente que, uma 
vez que as aldolases de Classe I ocorrem em organismos su- 
periores, as aldolases de Classe II devem ser uma forma mais 
primitiva da enzima, isto é, menos capazes metabolicamente 
do que as enzimas de Classe I. Entretanto, a descoberta de 
que alguns organismos expressam simultaneamente as duas 
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FIGURA 17.9 Mecanismo enzimátíco da aldolase de Classe I. A reação envolve (1) ligação do substrato; (2) formação de uma 
base de Schiff entre o resíduo de Lys do sítio ativo da enzima e a FBP; (3) a clivagem do aldol para formar o intermediário enamina 
da enzima e a DHAP ? com a liberação de GAP (mostrado com sua face re para cima); (4) tautomerização e protonação da forma 
imina da base de Schiff; e (5) hidrólise da base de Schiff com a liberação de DHAP. jfb Ver Figuras animadas 
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classes de aldolases sugere que ambas as classes de enzimas 
são antigas evolutivamente e igualmente aptas a exercer suas 
funções metabólicas. Portanto, a expressão das duas classes 
de aldolases em alguns organismos provavelmente indica 
uma antiga redundância metabólica eliminada da maioria 
dos organismos contemporâneos pela evolução. Seja qual for 
a razão para a existência de duas classes de aldolases, o fato 
de as aldolases de Classe II não serem encontradas em mamí- 
feros as tornam um alvo atraente para o desenvolvimento de 
fármacos antibacterianos. 

c. A aldolase é estereoespecífica 

A reação da aldolase fornece um outro exemplo da estereo- 
especificidade extraordinária das enzimas. Na condensação 
aldólica não enzimática para formar hexose-l,ó-bifosfato a 
partir de DHAP e GAP existem quatro produtos possíveis, 
dependendo se o hidrogênio pro-R ou o pro-S no C3 da 
DHAP é removido e se o carbânion resultante ataca o GAP 
na sua face re ou si: 


-isomerase (Fig. 17.6). A triose-fosfato-isomerase (TTM ou 
TPI; Figs. S.19£> e 8.52) catalisa esse processo na Reação 5 da 
glicólise, a reação final do Estágio 1: 
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A ideia desse esquema de reação é apoiada pelo uso de 
análogos do estado de transição - o fosfoglico-hidroxamato 
e o 2-fosfoglicolato, compostos estáveis cuj as estruturas geo- 
métricas se assemelham à do intermediário enediol ou ene- 
diolato proposto: 
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Na condensação aldólica enzimática (Fig, 17.9 invertida), a 
formação do carbânion a partir do íon imina da DHAP liga- 
da à enzima (Fig. 17.9, o inverso da Etapa 4) ocorre apenas 
com a remoção do hidrogênio pro-S. O ataque desse carbâ- 
nion ocorre exclusivamente na face si do grupo carbonila do 
GAP ligado à enzima, de modo que apenas a FBP é formada 
(Fig. 17.9, inverso da Etapa 3). 


Uma vez que as enzimas catalisam as reações por se ligarem 
ao complexo do estado de transição mais firmemente do que 
ao substrato (Seção 15. 1F), o fosfoglico-hidroxamato e o 
2-fosfoglicolato devem ligar-se mais firmemente à TIM do 
que o substrato. De fato, o fosfoglico-hidroxamato e o 2-fos- 
foglicolato ligam-se 155 e 100 vezes mais fortemente à TIM 
do que o GAP ou a DHAP. 


E. Triose-fosfato-isomerase 

Somente um dos produtos da reação de clivagem do aldol, 
o GAP, segue pela via glicolítica (Fig. 17.3). Entretanto, a 
DHAP e o GAP são isômeros cetose-aldose, assim como são 
a F6P e a G6P. A intercon versão entre GAP e DHAP, então, 
provavelmente ocorre por meio de um intermediário enediol 
ou enediolato semelhantemente à reação da fosfoglicose- 


a. 0 Glu 165 funciona como uma base geral 
A dependência da reação da TIM pelo pH é uma curva em 
formato de sino com p K de 6,5 e 9,5. A semelhança do valor 
desses p K com os p K correspondentes da reação da fosfogli- 
coisomerase sugere a participação tanto de um ácido como 
de uma base também na reação da TIM. Entretanto, estudos 
de pH isoladamente são difíceis de interpretar em termos de 
resíduos de amino ácidos específicos, pois o ambiente do sítio 
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ativo pode alterar o pX de um grupo ácido ou básico, como 
foi ressaltado anteriormente. 

Reagentes marcadores de afinidade foram utilizados nos 
esforços realizados para identificar a base do sítio ativo da 
TIM. Tanto a bromo-hidroxiaeetona-fosfato quanto o glici- 
dol-fosfato 
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inativam a TIM pela formação de ésteres do Glu 165, cujo 
grupo carboxilato está situado (evidenciado por estudos por 
raios X) para abstrair o próton do C2 do substrato (catálise 
básica geral). Na verdade, a reposição mutagênica do Glu 
165 pelo Asp (cujos estudos por raios X demonstram o afas- 
tamento do grupo carboxilato por apenas — 1 Â do substrato, 
comparado à sua posição na enzima nativa) reduz o poder 
catalítico da TIM em — 1.000 vezes. Observe que o p X do 
Glu 165 é modificado drasticamente, de 4,1 (pK do amino- 
ácido livre) para o valor de 6,5 observado. Este é mais um 
exemplo admirável do efeito do meio sobre as propriedades 
das cadeias laterais dos aminoácidos. 
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b. A reação da TIM provavelmente ocorre por meio de 
uma catálise geral acidobãsica combinada que envolve 
ligações de hidrogênio de baixa barreira 

A estrutura por raios X da TIM de levedura complexada com 
fosfoglico-hidroxamato indica que a His 95 forma ligação de 
hidrogênio, estando posicionada adequadamente para a pro- 
tonação com o átomo de oxigênio da carbonila do GAP (ca- 
tálise ácida geral) : 
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Entretanto, estudos de RM indicam que a His 95 está na sua 
forma imidazólica neutra em vez da forma imidazólica proto- 
nada. Como pode um grupo N3 — H imidazólico, que tem um 
p X altamente básico ( — 14), protonar um átomo de oxigênio 
carbonila que, quando protonado, tem um pX tão ácido (< 
0)? Da mesma forma, como pode o grupo carboxilato do Glu 


165 (pX 6,5) abstrair o próton do C2 do GAP (p X —17)? 
Uma resposta plausível é que essas mudanças de prótons 
são facilitadas pela formação de ligações de hidrogênio de 
baixa barreira (LHBB). Essas associações excepcionalmente 
fortes (“40 a —80 kJ • mol L , contra —12 a —30 kJ • mol ' 
para ligações de hidrogênio normais), como foi observado no 
caso da tríade catalítica das serino-proteases (Seção 15.3Dd), 
formam-se quando os p X do grupo doador da ligação de hi- 
drogênio e do grupo aceptor são aproximadamente iguais. 
Eles podem contribuir de forma importante para o aumento 
de velocidade caso se formem apenas no estado de transição 
de uma reação catalisada enzima ticamente. 

Na conversão de GAP para o intermediário enediol (ou 
enediolato) (Fig. 17.10, à esquerda ), o pX da forma proto- 
nada do oxigênio da sua carbonila, que se transforma em 
grupo hidroxila, aumenta para —14, valor que se aproxima 
do pX do resíduo neutro His 95. A LHBB resultante en- 
tre esse grupo hidroxila e a His 95 permite a protonação 
do átomo de oxigênio da cadeia lateral imidazólica neutra. 
Da mesma forma, à medida que o oxigênio da carbonila é 
protonado, o pX do próton do C2-H diminui para —7, pró- 
ximo do pX do carboxilato do Glu 165. Parece, portanto, 
que a reação ocorre por meio da abstração do próton pelo 
Glu 165 e da protonação da His 95 simultâneas (catálise 
acidobásica geral combinada). Acredita-se que as LHBB 
supostamente formadas no estágio de transição (mas não 
no complexo de Michaelis) entre o Glu 165 e o C2 — H e 
entre a His 95 e o átomo de oxigênio da carbonila auxiliem 
na estabilização do estado de transição necessária para ca- 
talisar a reação. A cadeia lateral da Lys 12 carregada positi- 
vamente, que é provavelmente responsável pelo pX de 9,5 
observado no perfil de pH da TIM, é a responsável por esta- 
bilizar eletrostaticamente o estado de transição, carregado 
negativamente. A conversão do intermediário enediol (ato) 
da DHAP é, da mesma forma, facilitada pela formação das 
LHBB do estado de transição (Fig. 17.10, à direita ). Na ver- 
dade, na estrutura por raios X em alta resolução (1,2 Á) ao 
complexo com DHAP, determinada por Ann McDermott 
e Liang Tong, a ligação de hidrogênio entre a His 95 e 02 
da DHAP apresenta um distância pequena de 2,6 À. Além 
disso, o átomo de oxigênio do carboxilato no Glu 165 forma 
contatos extraordinariamente próximos de —3,0 Á com Cl 
e C2 do DHAP. 

c. Uma alça flexível liga-se preferencialmente ao 
intermediário enediol e o protege 
A comparação da estrutura por raios X do complexo TIM • 
fosfoglico-hidroxamato com a estrutura da TIM isolada- 
mente revela que urna alça de 10 resíduos, que está fechada 
sobre o sítio ativo do complexo enzima-substrato, é torcida 
para cima no espaço desocupado do sítio ativo, como se fos- 
se uma tampa dobrável. Este movimento envolve modifica- 
ções maiores que 7 À na cadeia principal (Fig. 17.11). Um 
segmento de quatro resíduos dessa alça forma uma ligação 
de hidrogênio com o grupo fosfato do substrato. A remoção 
desses quatro resíduos por mutagênese não distorce signi- 
ficativamente a proteína e tampouco impede consideravel- 
mente a ligação do substrato. O poder catalítico da enzima 
mutante é, no entanto, reduzido em 10 5 vezes, e a enzima 
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FIGURA 17.10 Mecanismo enzimático proposto para a reação da TIM. A reação progride pela abstração do próton do C2— H da 
GAP pelo grupo carboxilato do Glu 165 e da protonação do átomo de oxigênio carbonüico do G AP pelo grupo imidazólico da His 
95. Os pK correspondentes dos grupos doador e aceptor participantes no processo de cada transferência de prótons ficam quase 
iguais aos do estado de transição e formam ligações de hidrogênio de baixa barreira ( linhas vermelhas tracejadas ), que estabilizam 
o estado de transição. O intermediário enediol resultante (ou possivelmente o enediolato estabilizado eletrostaticamente) reage 
de forma similar com o grupo carboxila do Glu 165, adicionando um próton no Cl, enquanto o átomo N3 desprotonado da His 95 
abstrai o próton do grupo 2-hidroxila para produzir DHAP. 



FIGURA 17.11 Diagrama de fita da TIM de levedura em um comple- 
xo com o análogo do estado de transição 2-fosfoglicolato. Uma única 
subunidade de 248 resíduos desta enzima homodimérica é visualizada 
mais ou menos ao longo de eixo do seu barril a/(3. A alça flexível da 
enzima (resíduos 166 a 177) está em ciano, e as cadeias laterais da Lys 
12, da His 95 e do Glu 165 estão em roxo, magenta e vermelho, respec- 
tivamente. O 2-fosfoglicolato é mostrado na forma de volume atômico, 
colorido conforme o tipo do átomo (C em verde, O em vermelho, P 
em amarelo). (Com base na estrutura por raios X obtida por Gregory 
Petsko, Brandeis University, EUA. PDBid 2YPI.) jfl, Ver Exercício inte- 
rativo 2 e Exercícios de cineimagem 12.1 e 12.2 
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FIGURA 17,12. Decomposição espontânea 
do intermediário enediol na reação da TIM 
para formar metilglioxal pela eliminação 
de um grupo fosfato, (a) Esta reação pode 
ocorrer apenas quando a ligação do C— O 
ao grupo fosfato encontrar-se em um plano 
que é quase perpendicular àquele do ene- 
diol, de forma a permitir a formação de uma 
ligação dupla no produto intermediário enol. 

( b ) Quando a ligação do C— O ao fosfato 
encontrar-se em um plano que é quase parale- 
lo àquele do enediol, os orbitais p no produto 
intermediário resultante estariam em posição 
perpendicular e não ocorreria a sobreposição 
necessária para formar uma ligação ir, isto é, 
uma ligação dupla. A capacidade insatisfató- 
ria de ligação resultante leva a um aumento 
significativo da energia do intermediário da 
reação e, assim, torna a reação altamente des- 
favorável. 
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mutante liga-se apenas fracamente ao fosfoglico-hidroxa- 
mato. Evidentemente, o fechamento da alça estabiliza de 
preferência o estado de transição do tipo enediol da reação 
enzimática. 

A conformação fechada da alça na reação da TIM pro- 
move um exemplo notável do controle estereoeletrônico que 
as enzimas podem exercer sobre as reações (Seção 15.1Eb). 
Em solução, o intermediário enediol quebra-se prontamente 
com a eliminação do fosfato do C3 para formar o compos- 
to tóxico metilglioxal (Fig. 17.12a). Na superfície da enzima, 
entretanto, essa reação não ocorre, porque o grupo fosfato 
é mantido pela alça flexível no plano do enediol, em uma 
posição que não favorece a eliminação do fosfato. Para que 
essa eliminação ocorra, a ligação do C — O ao grupo fosfato 
deve estar, como mostrado na Fig. 17.12a, em plano perpen- 
dicular ao do enediol. Isso porque, se o grupo fosfato fosse 
eliminado enquanto esta ligação C — O estivesse no plano 
do enediol (como no esquema da Fig.l7.12ò), o grupo CH 2 
do produto enol resultante deveria estar torcido em 90° para 
fora do plano do resto da molécula. Tal conformação é ener- 
geticamente proibida, pois ela impede a formação da ligação 
dupla do enol por remover a sobreposição entre seus orbitais 
p. Na enzima mutante sem a alça flexível, o enediol é capaz 
de escapar: —85% do intermediário enediol são liberados em 
solução, onde rapidamente se decompõem em metilglioxal 
e P,. Então, o fechamento da alça flexível também garante 
que o substrato sej a de maneira eficiente transformado em 
produto. 

Com base nas estruturas por raios X precedentes, foi su- 
posto que a ligação do substrato à TIM seria chaveada pelo 
ligante, isto é, ela induziria o fechamento da alça. Se esse fos- 
se o caso, a reversibilidade da reação da TIM e a semelhança 
química entre o reagente e o produto (o GAP e a DFLAP) 
tornariam difícil racionalizar a forma de como o produto 
poderia ser liberado. Entretanto, medidas por RM tomadas 
por John Williams e McDermott revelam que, na verdade, o 
movimento da alça ainda ocorre quando a TIM está ligada 
ao glicerol-3 -fosfato (um análogo do substrato) ou ao 2-fos- 
foglicolato (um análogo do estado de transição) e é rápida 


o suficiente (em uma escala de 100 jjls) para ser responsá- 
vel pela velocidade de reação catalítica (tempo de um ciclo 
de catálise de 230 jjls). Esse é um exemplo muito claro de 
como a informação complementar fornecida pelos métodos 
por raios X e por RM têm gerado importantes conhecimen- 
tos nos mecanismos enzimáticos, que nenhuma outra técnica 
isoladamente poderia fornecer. 

d. A TIM é uma enzima perfeita 

A TIM, como Jeremy Knowles demonstrou, atingiu a per- 
feição catalítica, visto que a velocidade da reação bimo- 
lecular entre a enzima e o substrato é controlada apenas 
pela difusão; isto é, a formação do produto ocorre tão ra- 
pidamente quanto a enzima e o substrato possam colidir 
em solução. Desse modo, qualquer aumento na eficiência 
catalítica da TIM não aumentaria a velocidade da reação 
(Seção 14.2Bb). Devido à alta eficiência da interconversão 
entre GAP e DHAP, estes dois metabólitos são mantidos 
em equilíbrio: K = [GAP]/[DHAP] = 4,73 X 1CT 2 ; isto é, no 
equilíbrio [DHAPJ » [GAP]. Entretanto, como o GAP 
é utilizado nas reações subsequentes da via glicolítica, mais 
DHAP é convertida em GAP, então a taxa de equilíbrio en- 
tre estes compostos é mantida. Uma via comum é, portanto, 
responsável pelo metabolismo dos dois produtos da reação 
da aldolase. 

No estágio atual da via glicolítica, a glicose, que foi 
transformada em dois GAP, completou o estágio prepara- 
tório da glicólise. Esse processo precisou do gasto de dois 
ATP. Entretanto, esse investimento resultou na conversão 
de uma glicose em duas unidades de C 3 , cada uma delas com 
um grupo fosfato que, com um pouco de habilidade química, 
pode ser convertida em composto de “alta energia” (Seção 
16.4Ba), cuja energia livre da hidrólise pode ser acoplada à 
síntese de ATP. Esse investimento de energia é recuperado 
em dobro nos estágios finais da glicólise, nos quais as duas 
unidades fosforiladas de C 3 são transformadas em dois piru- 
vatos, com a síntese acoplada de quatro ATP por molécula 
de glicose. 
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F. Gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase: a formação do 
primeiro intermediário de “alta energia” 

A Reação 6 da glicólise envolve a oxidação e a fosforilação 
do GAP pelo NAD e pelo P., catalisada pela gliceraldeí- 
do-3-fosfato-desidrogenase (GAPDH; Figs. 8.45 e 8.536): 
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Este é o primeiro exemplo da engenhosidade quími- 
ca mencionada anteriormente. Nesta reação, a oxidação 
do aldeído, uma reação exergônica, impulsiona a síntese do 
acil-fosfato l y 3-bifosfoglicerato (1,3-BPG; denominado 
anteriormente 1,3- difosfog licerato ) . Lembre-se que os acil- 
-fosfatos são compostos com alto potencial de transferência 
de grupos fosfato (Seção 16.4B). 

a. Estudos mecanísticos 

Vários experimentos enzimológicos importantes contribuí- 
ram para a elucidação do mecanismo da reação da GAPDH 
(Fig. 17.13): 

1. A GAPDH é inativada pela alquilação com quantidades 
estequiométricas de iodoacetato. A presença de carboxime- 
til-cisteína no hidrolisado da enzima resultante da alquilação 
(Fig. 17.13a) sugere que a GAPDH tenha um grupo sulfidril 
de Cys no sítio ativo. 

2. A GAPDH transfere quantitativamente 3 H do Cl do 
GAP para o NAD (Fig. 17.136), comprovando que essa 
reação ocorre pela transferência direta de hidreto. 

3. A GAPDH catalisa a troca de JZ P entre o [ 32 P]P ; e o pro- 
duto análogo acetil-fosfato (Fig. 17.13c). Essas reações de 
troca de isótopos são indicativos da existência de um inter- 
mediário acil-enzima (Seção 14. 5D). 
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FIGURA 17 .13 Algumas reações empregadas na elucidação do mecanismo enzimático da GAPDH. (a) A reação do iodoacetato 
com um resíduo de Cys no sítio ativo. (6) Transferência quantitativa do trítio do substrato ao NAD . (c) A troca, catalisada pela 
enzima, do 32 P do fosfato ao acetil-fosfato. 
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FIGURA 17.14 Mecanismo enzimático da gliceraldeído-3-fos 

fato-desidrogenase. (1) A GAP liga-se à enzima; (2) o grupo 
sulfidril do sítio ativo forma um tioemiacetal com o subs- 
trato; (3) o NAD oxida o tioemiacetal para formar 
um tioéster; (4) o recém-sintetizado NADH é subs- 
tituído na enzima pelo NAD ' ; e (5) o P i ataca 
o tioéster, formando o produto acil-fosfato, 

1,3-BPG, e regenerando a enzima ativa. 
gl Ver Figuras animadas 
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David Trentham propôs um mecanismo para a GAPDH 
com base nessas informações e nos resultados de estudos ci- 
néticos (Fig. 17.14): 

Etapa 1 Ligação do GAP à enzima. 

Etapa 2 O grupo sulfidril essencial, atuando como um 
nucleófilo, ataca o aldeído para formar um tioemiacetal. 

Etapa 3 O tioemiacetal sofre oxidação para um acil-tio- 
éster pela transferência direta de um hidreto para o NAD . 
Esse intermediário, que foi isolado, tem um alto potencial de 
transferência de grupos. A energia da oxidação do aldeído 
não foi dissipada , mas foi mantida pela síntese do tioéster e da 
redução do NAD + a NADH. 

Etapa 4 Uma outra molécula de NAD ! substitui o 
NADH. 

Etapa 5 O intermediário tioéster sofre ataque nucleofí- 
lico pelo P, para regenerar a enzima livre e formar 1,3-BPG. 
Esse anidrido misto de “alta energia” gera ATP a partir de 
ADP na reação seguinte da glicólise. 

G. Fosfoglicerato-cinase: a primeira geração de ATP 

A Reação 7 da via glicolítica promove a primeira formação 
de ATP, juntamente com o 3-fosfoglicerato (3PG), em uma 
reação catalisada pela fosfoglicerato-dnase (PGK): 
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(Nota: o nome “cinase” é dado para qualquer enzima que 
transfere um grupo fosforil entre ATP e um metabólito, sem 
que haja qualquer implicação quanto à direção exergônica da 
transferência). 

A estrutura por raios X da PGK de levedura no com- 
plexo com Mg - ATP e 3PG, seu complexo enzima-pro- 


Bioquímica 


609 



FIGURA 17.15 Estruturas por raios X da fosfoglicerato-cinase. (a) A enzima de levedura em complexo com 3PG e Mg 2+ — ATP. 

( b ) A en z i m a de T. marítima em complexo com 3PG e Mg 2 — AMPPNP. Em ambas as estruturas, a enzima está representada por 
sua superfície molecular transparente com seu diagrama em fita embutido colorido com seu domínio N-terminal em amarelo ao 
seu domínio C-terminal em púrpura. Mg 2 ' - ATP, Mg 2 ' — AMPPNP e 3PG foram desenhados na forma de volume atômico, colori- 
dos de acordo com o tipo de átomo (ATP e AMPPNP C em verde, 3PG C ciano, N azul, O vermelho, P cor de laranja e Mg‘ ver- 
de-claro). Note a aparência global similar de PGK e hexocinase (Fig. 17.5), embora essas proteínas não sejam relacionadas. (Com 
base em estruturas por raios X obtidas por Herman Watson, University of Bristol, Reino Unido; e Günter Auerbach e Robert Hu- 
ber; Max-Planck Instituí für Biochemie, Martinsreid, Alemanha. PDBids 3PGK e 1VPE) 


duto, foi determinado por Herman Watson (Fig. 17.15a). 
Observe a aparência bilobular e a aproximação entre o grupo 
y-fosfato do ATP e um dos átomos de oxigênio do carboxila- 
to do 3PG. O 3PG e o Mg-ATP estão ligados respectivamen- 
te aos domínios N- e C-terminais do PGK. 

A estrutura por raios X da PGK da Thermotoga marítima 
termofílica no complexo com 3PG e o análogo do ATP não 
hidrolisado AMPPNP (ATP com o átomo O ligando seus 
grupos fosfatos |3 e y substituídos por um grupo NH) revela 
que seus dois domínios se aproximaram em relação àqueles 
da PGK de levedura de identidade 50% (Fig. 17.156). Essa 
forma o sítio catalítico e permite que o substrato reaja com o 
ambiente hidrofóbico, da mesma forma como ocorre com a 
hexocinase (Seção 17.2Aa). 

A Fig. 17.16 indica o mecanismo de reação da PGK, o 
qual é consistente com a sua cinética sequencial observada. 
O oxigênio fosforil terminal do ADP faz um ataque nucleo- 
fílico ao átomo de fosfato do Cl do 1,3-BPG para formar o 
produto da reação. 

A energética geral do par da reação GAPDH—PGK é: 

GAP + P, 4- NAD f » 1,3-BPG + NADH 

A G°' ~ +6,7 kJ • mol -1 

1,3-BPG + ADP * 3PG + ATP 

AG°' = -18,8 kJ • mol -1 

GAP + P; + NAD h + ADP — > 3PG + NADH + ATP 

AG°' = -12,1 kJ • mol -1 
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FIGURA 17.16 Mecanismo da reação da PGK. 


Ainda que a reação da GAPDH seja endergônica, a for- 
te natureza exergônica da transferência do grupo fosforil da 
1,3-BPG para o ADP torna favorável a síntese de NADH e 
de ATP a partir de GAP, P ; , NAD e ADP. 

H. Fosfoglícera to-m utase 

Na Reação 8 da glicólise, o 3PG é convertido em 2-fosfogli- 
cerato (2PG) pela fosfoglicerato-mutase (PGM): 
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Mutases catalisam a transferência de um grupo funcional de 
uma para outra posição na mesma molécula. Essa reação é 
uma preparação necessária para a próxima reação na glicó- 
lise, que produz um composto fosforil de “alta energia” para 
ser usado na síntese de ATP. 


a. Mecanismo de reação da fosfogtícomutase 
À primeira vista, a reação catalisada pela PGM parece ser 
uma simples transferência intramolecular do grupo fosfa- 
to. Entretanto, esse não é o caso. A enzima ativa tem um 
grupo fosforil no seu sítio ativo , o qual é transferido para o 
substrato para formar um intermediário bifosfato. Esse inter- 
mediário então refosforila a enzima para formar o produto 
e regenerar a fosfoenzima ativa. Os seguintes dados experi- 



FIGURA 17.17 A região do sítio ativo da 1'osl’oglicerato- 
-mutase (forma desfosforilada) de levedura. O substrato 3PG, 
o qual está representado na forma de esferas e bastões com 
C em verde, O em vermelho e P em cor de laranja, se liga ao 
bolso iônico cujas cadeias laterais estão representadas na forma 
de bastões com C em verde, N em azul e O em vermelho. A His 
8 é fosforilada na enzima ativa. (Segundo a estrutura por raios 
X obtida por Jennifer Littlechild, University of Exeter, Reino 
Unido. PDBid ÍOHE.) 


mentais permitiram a elucidação do mecanismo enzimático 
da PGM: 

1. Quantidades catalíticas de 2,3-bifosfoglicerato (2,3-BPG; 
anteriormente chamado 2,3-difosfoglicerato) 
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são necessárias para a atividade enzimática; isto é, o 2,3-BPG 
atua como um iniciador da reação. 

2. A incubação da enzima com quantidades catalíticas de 
2,3-BPG marcado com 32 P gera a enzima marcada com 32 P. 
Zelda Rose demonstrou que isso é o resultado da fosforila- 
ção do resíduo de His: 
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Resíduo de His fosforilado 


3. A estrutura por raios X da enzima mostra uma His no 
sítio ativo (Fig. 17.17). Na enzima ativa, a His 8 é fosforilada. 

Esses dados são consistentes com um mecanismo no qual 
a enzima ativa contém um resíduo de His fosforilado no sítio 
ativo (Fig. 17.18): 

Etapa 1 O 3PG liga-se à fosfoenzima que tenha a His 8 
fosforilada. 

Etapa 2 Esse grupo fosforil é transferido para o substrato, 
resultando em um complexo 2,3-BPG • enzima intermediário. 

Etapas 3 e 4 O complexo decompõe-se para formar o 
produto 2PG e regenerar a fosfoenzima. 

O grupo fosforil do 3PG, entretanto, acaba por ficar no C2 do 
próximo 3PG a sofrer a reação. 

Ocasionalmente, o 2,3-BPG dissocia-se da enzima 
(Fig. 17.18; Etapa 5), deixando-a em uma forma inativa. En- 
tretanto, pequenas quantidades do 2,3-BPG deverão estar 
sempre disponíveis para regenerar a fosfoenzima ativa pela 
reação inversa. 

b. A glicólise influencia o transporte de oxigênio 
O 2,3-BPG liga-se especificamente à desoxiemoglobina, al- 
terando a afinidade da hemoglobina pelo oxigênio (Seção 
10. 1D). A concentração do 2,3-BPG nos eritrócitos é muito 
maior (—5 mM) do que as pequenas quantidades necessá- 
rias para uso como iniciador da PGM. Os eritrócitos sinte- 
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Complexo 3PG*fosfoenzíma 




FIGURA 17.18 Mecanismo de reação proposto para a fosfoglicerato-mutase. A forma ativa da enzima contém um resíduo de His 
fosforilado no sítio ativo. (1) Formação do complexo enzima-substrato; (2) transferência do grupo fosforil ligado à enzima para o 
substrato; (3) refosforilação da enzima pelo outro grupo fosforil do substrato; e (4) liberação do produto, regenerando a fosfoenzi- 
ma ativa. (5) Ocasionalmente, o 2,3 -BPG dissocia-se da enzima, deixando-a na forma inativa, desfosforilada, que deve ser refosfo- 
rilada pela reação inversa. 


tizam e degradam o 2,3-BPG por um desvio da via glico- 
lítica (esquema na Fig. 17.19). A bifosfoglicerato-mutase 
catalisa a transferência de um grupo fosforil do Cl para o 
C2 do 1,3-BPG. O 2,3-BPG resultante é hidrolisado a 3PG 
pela 2,3-bifosfoglicerato-fosfatase. A velocidade da glicó- 
lise afeta a afinidade da hemoglobina pelo oxigênio por 
meio da mediação do 2,3-BPG. Consequentemente, defei- 
tos hereditários na glicólise em eritrócitos alteram a capa- 


cidade do sangue de transportar oxigênio (Fig. 17.20). Por 
exemplo, a concentração dos intermediários glicolíticos 
em eritrócitos deficientes em hexocinase é menor do que 
a normal, porque a hexocinase catalisa a primeira reação 
da glicólise. Isso resulta em diminuição na concentração 
de 2,3-BPG e em aumento na afinidade da hemoglobina 
pelo oxigênio. Por outro lado, a deficiência da piruvato- 
-cinase diminui a afinidade da hemoglobina pelo oxigênio 
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FIGURA 17.19 A via de síntese e de degradação do 
2,3-BPG em eritródtos é um desvio da via glicolítica. 
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por causa do aumento do 2,3-BPG resultante do bloqueio 
da última reação da glicólise. Então, apesar dos eritrócitos, 
que não possuem núcleo e outras organelas, apresentarem 
não mais que um metabolismo mínimo, esse metabolismo é 
importante fisiologicamente. 

I. Enolase: a formação do segundo intermediário de “ alta 

energia" 

Na Reação 9 da glicólise, o 2PG é desidratado a fosfoenolpi- 
ruvato (PEP) em uma reação catalisada pela enolase: 

% /O' jr 

c 1 c 

Enolase I 

H— OPOl - v C — OPOS" + H 2 0 

I 2 3 I! 3 

H — C— OH H — C 

|3 | 

H H 

2-fosfoglicerato Fosfoenolpiruvato 

(2PG) (PEP) 

A enzima forma um complexo com um cátion divalente, 
como, por exemplo, o Mg“ r antes da ligação ao substrato. 
Um segundo íon metálico divalente liga-se, então, à enzima. 
Como mencionado na Seção 17.1 A, o íon fluoreto inibe a 
glicólise, resultando no acúmulo de 2PG e 3PG. Isso ocor- 
re pela forte inibição da enolase na presença de P.. O F~ e 
o P; formam um complexo firmemente ligado com o Mg 2 h 
no sítio ativo da enzima, impedindo a ligação do substrato e 
inativando a enzima. Assim, o substrato da enolase, o 2PG, 
acumula e, na medida em que isso ocorre, fica em equilíbrio 
com o 3PG pela ação da PGM. 

a. 0 mecanismo catalítico da enolase 
A desidratação (eliminação da H 2 0) catalisada pela eno- 
lase pode ocorrer em uma de três formas (Fig. 16.9n): (1) 
o grupo — OH no C3 pode sair primeiro, gerando um car- 
bocátion no C3; (2) o próton do C2 pode sair primeiro, ge- 
rando um carbânion no C2; ou (3) a reação pode ser com- 
binada. Estudos de troca de isótopos feitos por Paul Boyer 
demonstraram que o próton do C2 do 2PG é trocado com 
o solvente 12 vezes mais rapidamente do que a velocidade 
de formação do PEP. Contudo, o oxigênio do C3 é trocado 
com o solvente a uma velocidade praticamente equivalente 


à velocidade da reação geral. Isso sugere o seguinte meca- 
nismo (Fig. 17.21): 

Etapa 1 A rápida formação de carbânion no C2 é facili- 
tada por uma base geral na enzima. O próton abstraído pode 
facilmente ser trocado com o solvente, sendo responsável 
pela rápida velocidade de troca observada. 

Etapa 2 A eliminação limitada pela velocidade do grupo 
— OH do C3 é consistente com a baixa velocidade de troca 
deste grupo hidroxila com o solvente. 

A reação da enolase (Fig. 17.21) é interessante do pon- 
to de vista do mecanismo porque envolve a abstração de 
um próton certamente não ácido no C2 (p/f > 30), segui- 
da pela eliminação de um íon OH , que é um pobre grupo 



FIGURA 17.20 Curvas da saturação da hemoglobina por 
oxigênio de eritrócitos normais (curva vermelha ) e de eritró- 
citos de pacientes com deficiência de hexocinase (curva ver- 
de) e de piruvato-cinase (curva azul). (Segundo Delivoria- 
-Papadopoulos, M., Oski, F.A., e Gottlieb, A.J., Science 165, 
601 (1969).) 
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HG URA 17.21 Mecanismo de reação proposto para a enolase. 

(1) Formação rápida do carbânion pela remoção de um próton 
do C2 pela Lys 345, que atua como uma base geral. Esse próton 
pode ser rapidamente trocado com o solvente. (2) Eliminação 
lenta de H 2 0 para formar fosfoenolpiruvato, com catálise ácida 
geral pelo Glu 211. O oxigênio do C3 do substrato pode ser tro- 
cado com o solvente somente na mesma velocidade desta etapa. 
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va que se desenvolve no íon carboxüato do intermediário 
carbânion deslocado. 


J . Piruvato-cinase: a segunda geração de ATP 

Na Reação 10 da glicólise, a reação final, a piruvato-cinase 
(PK) acopla a energia livre da hidrólise do PEP à síntese de 
ATP para formar piruvato: 


O 


■V 


o 


C— OPOf + ADP + H + 
CH 2 


de saída. A estrutura por raios X da enolase de levedu- 
ra, complexada com dois íons Mg 2 e em uma mistura em 
equilíbrio de 2PG e PEP (o substrato e o produto da enola- 
se), determinada por George Reed e Ivan Rayment, revela 
que a enolase liga o 2PG em um complexo intrincado que 
envolve os dois íons Mg 2 ". Estudos mutagênicos e enzimo- 
lógicos indicam que as reações envolvem a cadeia lateral 
da Lys 345, que atua como base geral, e a cadeia lateral do 
Glu 211, que atua como ácido geral. Sabe-se que a Lys 396 
e os dois íons Mg 2 estabilizam o aumento da carga negati- 
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FIGURA 17.22 Mecanismo da reação catalisada pela piruvato-cinase. (1) Ataque nucleofílico de um átomo de oxigênio p-fosforil 
do ADP sobre o átomo de fósforo do PEP para formar ATP e enolpiruvato; e (2) tautomerização do enolpiruvato em piruvato. 


a. Mecanismo catalítico da PK 

A reação da PK, que necessita da participação de cátions 
monovalentes (K + ) e divalentes (Me 2 '), ocorre da seguinte 
forma (Fig. 17.22): 

Etapa 1 Um oxigênio do grupo fosforil p do ADP ataca 
nucleofilicamente o átomo de fósforo do PEP, deslocando o 
enolpiruvato e formando ATP. Essa reação conserva a ener- 
gia livre da hidrólise do PEP. 

Etapa 2 O enolpiruvato converte-se em piruvato. Essa 
tautomerização de ceto-enol é suficientemente exergônica 
para favorecer a síntese acoplada de ATP (que é endergôni- 
ca) (Seção 16.4Ba). 

É possível ver agora a “lógica” da reação da enolase. A 
energia livre padrão de hidrólise do 2PG (A G°') é de apenas 
-17,6 kJ ■ mol 1 . Isso é insuficiente para favorecer a síntese 
de ATP (AG 0 ' = 30,5 kJ • mol para síntese de ATP a partir 
de ADP e P). A desidratação de 2PG resulta na formação 
de um composto de “alta energia” capaz de realizar tal sín- 
tese (a energia livre padrão da hidrólise do PEP é -61,9 kJ • 
mol 1 [Fig. 16.25]). Em outras palavras, o PEP é um compos- 
to de “alta energia”, enquanto o 2PG não é. 


3 FERMENTAÇÃO: O DESTINO ANAERÓBIO DO 
PIRUVATO 

Para que a glicólise continue, o NAD + , que as células têm 
em quantidades limitadas, deve ser reciclado após a sua 
redução a NADH pela GAPDH (Fig. 17.3; Reação 6). Na 
presença de oxigênio, os equivalentes redutores do NADH 
são transportados para a mitocôndria para serem reoxida- 
dos (Capítulo 22). Sob condições anaeróbias, entretanto, o 
NAD ! é reposto pela redução do piruvato, em uma continu- 
ação da via glicolítica. Dois processos para a reposição anae- 
róbica do NAD + são a fermentação homoláctica e a fermen- 
tação alcoólica, as quais ocorrem no músculo e em leveduras, 
respectivamente. 

A. Fermentação homoláctica 

No músculo, especialmente durante atividades físicas in- 
tensas, quando a demanda de ATP é alta e o oxigênio é li- 
mitado, a lactato-desidrogenase (LDH) catalisa a oxidação 
de NADH pelo piruvato para gerar NAD e lactato. Essa 


reação é frequentemente classificada como a Reação 11 da 
glicólise: 
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A LDH, assim como outras enzimas que precisam de NAD , 
catalisa sua reação com estereoespecificidade absoluta: o hi- 
drogênio pro-R (lado A) no C4 do NADH é estereoespeci- 
ficamente transferido para o lado re do piruvato no C2 para 
formar l- (ou S - ) lactato. Essa reação regenera o NAD para 
participar na reação da GAPDH. O hidreto transferido para 
o piruvato provém do mesmo lado do anel da nicotinamida, 
como no caso do acetaldeído na reação da ãlcool-desidro- 
genase (Seção 13. 2 A), mas do lado oposto (si) do anel da 
nicotinamida, como no caso do GAP na reação da GAPDH 
(Seção 17.2F). 

Os mamíferos têm dois tipos diferentes de subunidades 
de LDH, o tipo Meo tipo H, que, juntas, podem formar cin- 
co isozimas tetraméricas: M 4 , M 3 H,M 2 H 2 , MH 3 eH 4 . Apesar 
dessas formas híbridas ocorrerem na maioria dos tecidos, a 
sub unidade do tipo H predomina nos tecidos aeróbios, como 
por exemplo o músculo cardíaco, enquanto a subunidade do 
tipo M predomina nos tecidos sujeitos a condições anaeró- 
bias, como o músculo esquelético e o fígado. A LDH H 4 tem 
um K m baixo por piruvato e não é inibida por esse substra- 
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FIGURA 17.23 Região do sítio ativo da LDH H 4 suína com- 
pletada com a S-lac-NAD % um aduto covalente de lactato e 
NAD + . O aduto está mostrado na forma de esferas e bastões, 
coloridos de acordo com o tipo de átomo (C em verde, N em 
azul, O em vermelho e P em amarelo), exceto para a ligação 
covalente entre o metileno substituinte do átomo de C3 do 
lactato com o átomo de C4 da nicotinamida, que está em verde- 
-claro. As três cadeias laterais da LDH que formam ligações de 
hidrogênio { linhas brancas) com os resíduos do piruvato estão 
em forma de bastões e coloridas de acordo com o tipo de áto- 
mo, com o C em magenta eoN em azul. (Segundo a estrutura 
por raios X obtida por Michael Rossmann, Purdue University, 
EUA. PDBid 5LDH.) 


to. As outras isozimas têm propriedades intermediárias, as 
quais variam com a proporção entre as duas subunidades. 
Foi então proposto, embora com controvérsias, que a LDH 
do tipo H é mais adaptada à função de oxidação do lactato a 
piruvato, enquanto a LDH do tipo M é mais adequada para 
catalisar a reação inversa. 

A estrutura por raios X da LDH H 4 suína complexada 
com S-/ac-NAD (um análogo bissubstrato em que o átomo 
do C3 do lactato está ligado covalentemente ao átomo de 
C5 da nicotinamida do NAD h por meio do grupo CH 2 ) foi 
determinada por Michael Rossmann (Fig. 17.23; ele também 
determinou a estrutura por raios X da LDH M 4 do cação, 
mostrada na Fig. 8.54a). O átomo 02 do lactato (o oxigênio 
da hidroxila) está unido por uma ligação de hidrogênio às 
cadeias laterais da Arg 109 e da His 195, enquanto o gru- 
po carboxil (em Cl ) do lactato está unido por duas ligações 
de hidrogênio à cadeia lateral da Arg 171. Com base nessas 
estruturas e em muitas evidências enzimológicas, Rossmann 
propôs o seguinte mecanismo de redução do piruvato pela 
LDH (Fig. 17.24): o hidreto pro-R é transferido para o C4 do 
anel da nicotinamida do NADH para o C2 do piruvato , com 
a concomitante transferência de um próton da porção imida - 
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FIGURA 17.24 Mecanismo de reação da laclato-desidro- 
genase. A reação envolve a transferência direta de hidreto 
do NADH para o átomo de carbono carbonílico do piruvato, 
acompanhado pela doação de próton do grupo imidazólico da 
His 195 para o átomo de oxigênio carbonílico do piruvato. O 
último processo é facilitado pela carga positiva da cadeia lateral 
da Arg 109 das proximidades. 


zólica da His 195 para o 02 do piruvato, produzindo assim 
NAD + e lactato. A transferência do próton é facilitada por 
interações de repulsão com a cadeia lateral da Arg 109 ad- 
jacente, que é positivamente carregada. Essas interações, e 
também a ponte salina formada entre o grupo carboxila do 
piruvato e a cadeia lateral da Arg 171, servem para orientar 
adequadamente o piruvato. 

O processo geral da glicólise anaeróbia no músculo pode 
ser representado como: 

Glicose + 2ADP + 2P ( - * 

2 lactato + 2ATP + 2H 2 Q + 2H 

Muito do lactato, o produto final da glicólise anaeróbia, é 
enviado da célula muscular pelo sangue até o fígado, onde é 
reconvertido em glicose (Seção 23. 1C). 

Ao contrário do que é amplamente aceito, não é o au- 
mento de lactato no músculo per se que causa a fadiga mus- 
cular e a dor, mas sim o acúmulo de ácido gerado na glicólise 
(os músculos podem manter sua carga de trabalho na pre- 
sença de altas concentrações de lactato desde que o pH seja 
mantido constante; ver Seção 27 .2B). De fato, sabe-se entre 
os caçadores que a carne de um animal que teve de correr até 
a exaustão antes de ser abatido tem um sabor amargo. Esse é 
o resultado do aumento de ácido láctico nos músculos. 



S16 Do na 1 d Voet / Judith G. Voet 


B. Fermentação alcoólica 

Em condições anaeróbias, em leveduras, o NAD é regene- 
rado de uma forma que tem sido importante para a humani- 
dade há milhares de anos: a conversão do piruvato em etanol 
e C0 2 . O etanol, claro, é o ingrediente ativo dos vinhos e dos 
destilados. O C0 2 produzido faz crescer o pão. Do ponto de 
vista das leveduras, contudo, a fermentação alcoólica tem um 
benefício prático que a fermentação homoláctica não ofere- 
ce. A levedura emprega o etanol como uma espécie de anti- 
biótico para eliminar organismos competidores. Isso ocorre 
porque as leveduras podem crescer em meio com concentra- 
ções de etanol > 12% (2,5 M), enquanto poucos outros or- 
ganismos podem sobreviver em concentrações de etanol > 
5% (lembrem que o etanol é um antisséptico amplamente 
utilizado) . 

a. A TTP é um cofator essencial da piruvato-descarboxilase 
A levedura produz etanol e C0 2 por meio de duas reações 
consecutivas (Fig. 17.25). A primeira reação é a descarboxi- 
lação do piruvato para formar acetaldeído e C0 2 , cataüsada 
pela piruvato-descarboxilase (PDC; uma enzima que não é 
encontrada em animais). A PDC contém a coenzima tiamina 
pirofosfato (TPP; Fig. 17.26; também denominada tiamina 
difosfato [ThDPj), à qual se liga firmemente, mas não cova- 
lentemente. A coenzima é empregada porque a descarboxi- 
lação de um a-cetoácido, como o piruvato, requer o aumento 
da carga negativa do átomo de carbono da carbonila no esta- 
do de transição, uma situação instável: 



Esse estado de transição pode ser estabilizado pela deslocali- 
zação da carga negativa desenvolvida por meio de um grupo 
dispersor de elétrons apropriado. Os resíduos de aminoáci- 
dos das proteínas não desempenham bem essa tarefa, mas a 
TPP a faz com facilidade. 

O grupo funcional cataliticamente ativo da TPP é o anel 
tiazólico (Fig. 17.26). O seu grupo C2-iH é relativamente 
ácido devido ao átomo de nitrogênio quaternário adjacente 
carregado positivamente, que estabiliza eletrostaticamente o 
carbânion formado na dissociação do próton. Esse carbânion 
dipolar (ou ilídeo) é a forma ativa da coenzima. O mecanis- 
mo da catálise da PDC ocorre da seguinte forma (Fig. 17.27): 

Etapa 1 Ataque nucleofílico pela forma ilídeo da TPP 
sobre o carbono da carbonila do piruvato para formar um 
aduto covalente. 

Etapa 2 Eliminação do C0 2 para gerar um aduto de car- 
bânion estabilizado por ressonância, em que o anel tiazóÜco 
da coenzima atua como um dispersor de elétrons. 

Etapa 3 Protonação do carbânion. 

Etapa 4 Eliminação da forma ilídeo da TPP para formar 
acetaldeído e regenerar a enzima ativa. 

Esse mecanismo foi corroborado pelo isolamento do inter- 
mediário hidroxietiltiamina-pirofosfato (Fig. 17.27). 

A estrutura por raios X da PDC complexada com a TPP 
(Fig. 17.28), determinada por William Furey e Martin Sax, su- 
geriu o papel do anel aminopirimidina da TPP na formação 
da forma ilídeo ativa. A formação da forma ilídeo requer uma 
base para remover o próton do C2. A PDC, porém, não tem 
cadeia lateral básica que esteja posicionada adequadamente 
para exercer essa função. O grupo amino do anel aminopiri- 
midina da TPP ligada à enzima está posicionado adequada- 
mente para aceitar esse próton; entretanto, o seu pX é muito 
baixo para que possa fazê-lo de forma eficiente e, ainda, um 
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FIGURA 17.25 As duas reações da fermentação alcoólica. (1) A descarboxilação do piruvato para formar acetaldeído é seguida 
pela (2) redução do acetaldeído a etanol pelo NADH. 
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FIGURA 17.26 Tiamina-pirofosfato. O anel tiazólico constitui o grupo funcional ativo cataliticamente. 
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FIGURA 17.27 Mecanismo de reação da piruvato-descarboxilase. (1) O ataque nucleofflico pela forma iKdeo da TPP sobre o 
carbono carboxílico do piruvato; (2) saída de C0 2 para produzir um carbânion estabilizado por ressonância; (3) protonação do car- 
bânion; e (4) eliminação de TPP ilídica e liberação do produto. 



FIGURA 17.28 Parte da estrutura por raios X da piruvato- 
-descarboxilase de Saccharomyces uva rum (levedura da cerve- 
ja) em complexo com o cofator TPP. As subunidades idênticas 
de 563 resíduos da enzima formam um dímero fortemente asso- 
ciado, dois dos quais, por sua vez, associam-se frouxamente for- 
mando um tetrâmero. A TPP e a cadeia lateral do Glu 51 estão 
mostradas na forma de bastões, com o C em verde, o N em azul, 
o O em vermelho, o S em amarelo e o P em dourado. A TPP 
liga-se em uma cavidade situada entre as duas subunidades do 
dímero (dano e magenta), onde forma uma ligação de hidro- 
gênio com o Glu 51 . (Com base na estrutura por raios X obtida 
por William Furey e Martin Sax, Yeterans Administration Me- 
dicai Center and University of Pittsburgh, Pennsylvania, EUA. 
PDBid 1PYD.) Ver Exercício interativo 9 


dos seus prótons colide estericamente com o próton do C2. 
Foi proposto, então, que o anel aminopirimidina é transfor- 
mado na sua forma tautomérica imina na superfície da enzi- 
ma em uma reação que envolve a doação de próton pelo Glu 
51 (Fig. 17.29). O anel imina, por sua vez, aceita um próton 
do C2, gerando a forma ilídeo, com a tautomerização no sen- 
tido inverso (para a forma amino). A participação do Nl' e 
do grupo 4 '-amino da aminopirimidina é sustentada por ex- 
perimentos que mostram que os análogos do TPP que não 
apresentam uma dessas funcionalidades são inativos cataliti- 
camente. Experimentos de troca H/D, seguidos pela análise 
por RM do ! H dos produtos trocados, indicam que quando o 
TPP está ligado ao PDC em um complexo com o análogo do 
substrato piruvamlda (CH 3 — CO — CO — NH 2 ) a velocidade 
de troca para formar a espécie ativa (forma ilídeo) é muito 
maior (> 6 X 10 s ) do que a velocidade catalítica da enzima 
(Jt caI = 10 s _1 ). Além disso, a mutação do Glu 51 para Gin na 
PDC reduz a velocidade de troca H/D para 1,7 s _1 , corrobo- 
rando a função postulada para o Glu 51 de ser o doador de 
prótons para o Nl’ do anel aminopirimidina da TPP. 

b. O beribéri é uma doença relacionada à deficiência de 
tiamina 

A capacidade do anel tiazólico da TPP de adicionar grupos 
carbonila e atuar como um dispersor de elétrons faz essa 
coenzima ser bastante utilizada em descarboxilações de a!" 
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onde o consumo de arroz é muito grande, após a introdução 
de máquinas de moer a vapor que fazem o polimento do grão 
de arroz para remover as suas camadas externas, ásperas mas 
ricas em tiamina (os moinhos usados previamente nos pro- 
cedimentos eram menos eficientes e, dessa forma, deixavam 
quantidade suficiente de tiamina nos grãos). A parboiização 
do arroz antes da moagem, um processo comum na índia, 
propicia a absorção de nutrientes das camadas externas pelo 
núcleo do arroz, diminuindo, desse modo, a incidência de 
beribéri. Assim que a deficiência de tiamina foi reconhecida 
como a causa de beribéri, medidas de enriquecimento foram 
introduzidas de forma que terminar com o problema, exceto 
em áreas de fome. Entretanto, o beribéri desenvolve-se oca- 
sionalmente em alcoólatras crônicos, devido à tendência de 
beber e não comer adequadamente. 


c. Redução do acetaldeído e regeneração do NAD 
O acetaldeído formado pela descarboxilação do piruvato 
é reduzido a etanol pelo NADH em uma reação catalisada 
pela álcool -desidrogenase (ADH). Cada uma das quatro su- 
bunidades da ADH de levedura (YADH) Üga um NADH e 
um íon Zn 2+ . O íon Zn 2 " funciona polarizando o grupo car- 
bonila do acetaldeído (Fig. 17.30) e assim estabilizando a car- 
ga negativa criada no estado de transição da reação (o papel 
dos íons metálicos em enzimas é abordado na Seção 15. 1C). 
Isso facilita a transferência do hidrogênio pro-R do NADH 
(o mesmo átomo que a LDH transfere) para o lado re do 
acetaldeído, formando etanol, com o hidrogênio transferido 
na posição pro-R (Seção 13.2A). 

Tanto a fermentação homoláctica como a fermentação 
alcoólica tem a mesma função: a regeneração anaeróbia do 
NAD para continuidade da glicólise. Suas principais dife- 
renças são os seus produtos metabólicos. 

A ADH hepática de mamíferos (LADH) funciona para 
metabolizar tanto os alcoóis produzidos anaerobiamente 
pela flora intestinal como aqueles de fonte externa (o sentido 


FIGURA 17.29 A formação da forma ilideo ativa da TPP na 
reação da piruvato-descarboxilase. Essa reação necessita da 
participação do anel aminopir imi dínico da TPP e de uma catá- 
lise ácida geral pelo Glu 51. A forma imina é a forma predomi- 
nante do cofator na enzima, porém a velocidade de formação 
do ilideo ativo é relativamente maior do que a velocidade cata- 
lítica da enzima. 


- cetoácidos . A TPP está também envolvida em reações de 
descarboxilação que serão encontradas em outras vias me- 
tabólicas. Consequentemente, a tiamina (vitamina BJ, que 
não é sintetizada nem armazenada em quantidades significa- 
tivas pelos tecidos da maioria dos vertebrados, é necessária 
na dieta desses animais. A deficiência de tiamina em seres 
humanos resulta em uma doença que pode ser fatal, conheci- 
da como beribéri (na língua Cingalesa significa fraqueza ex- 
trema). Essa doença é caracterizada por distúrbios neuroló- 
gicos que causam dor, paralisia e atrofia (enfraquecimento) 
dos membros e/ou falência cardíaca, resultando em edema 
(acúmulo de líquidos nos tecidos e nas cavidades do corpo). 
A prevalência do beribéri foi especialmente alta no final do 
século dezenove e início do século vinte em áreas da Ásia 
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FIGURA 17.30 O mecanismo de reação da álcool-desidroge- 
nase envolve a transferência direta de hidreto do hidrogênio 
pro-R do NADH para o lado re do acetaldeído. 
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da reação da ADH varia com as concentrações relativas de 
álcool e acetaldeído). Cada subunidade dessa enzima diméri- 
ca liga um NAD e dois íons Zn 2+ , embora apenas um desses 
íons participe diretamente da catálise. A similaridade na se- 
quência de aminoácidos entre a YADH e a LADH é muito 
significativa, de forma que é muito provável que ambas as 
enzimas tenham o mesmo mecanismo geral. 

C. Energética da fermentação 

A termodinâmica nos permite dissecar o processo da fermen- 
tação nas suas etapas constituintes e contabilizar as variações 
de energia livre que ocorrem. Isso possibilita calcular a efi- 
ciência com a qual a energia livre da degradação da glicose é 
utilizada na síntese de ATP. A reação geral para a fermenta- 
ção homoláctica é 

Glicose > 2 lactato + 2H 

AG°' — —196 kJ • mol -1 de glicose 

(O AG°' é calculado a partir dos dados da Tabela 3.4 usando 
as Equações [3.19] e [3.21] adaptadas para íons 2H ). Para a 
fermentação alcoólica, a reação geral é 

Glicose > 2C0 2 + 2 etanol 

A G°' = —235 kJ ■ mol 1 de glicose 

Cada uma dessas reações está acoplada à formação líquida de 
dois ATP, que requer AG°' = +61 kJ • mol 1 de glicose con- 
sumida (Tabela 16.3). Dividindo-se o AG°' da formação de 
ATP pelo da formação de lactato obtém-se 31% de “eficiên- 
cia”, isto é, 31% da energia livre liberada por esse processo 
em condições bioquímicas padrões é sequestrada na forma 
de ATP. O restante é dissipado como calor, tornando o pro- 
cesso irreversível. Da mesma forma, a fermentação alcoólica 
é 26% eficiente em condições bioquímicas padrões. Na prá- 
tica, em condições fisiológicas, em que as concentrações dos 
reagentes e dos produtos diferem daquelas do estado-padrão, 
essas reações têm eficiência termodinâmica de > 50%, 

a. A glícõHse é usada para a produção rápida de ATP 
A fermentação anaeróbia utiliza a glicose de uma forma per- 
dulário, comparando-se com a fosforilação oxidativa. A fer- 
mentação resulta na produção de 2 ATP por molécula de gli- 
cose, enquanto a fosforilação oxidativa produz 38 ATP por 
molécula de glicose (Capítulo 22). Isso explica a observação 
de Pasteur de que as leveduras consomem muito mais açú- 
car quando estão crescendo anaerobiamente do que quan- 
do crescem aerobiamente (o chamado efeito Pasteur; Seção 
22.4C). Entretanto, a velocidade de produção de ATP pela 
glicólise anaeróbia pode ser até 100 vezes maior do que a fos- 
forilação oxidativa. Consequentemente, quando tecidos, como 
por exemplo o músculo, estão consumindo A TP rapidamente, 
eles o obtêm quase que exclusivamente pela glicólise anaeró- 
bia . (Na verdade, a fermentação homoláctica não “desperdi- 
ça” glicose, já que o lactato é aerobiamente reconvertido em 
glicose pelo fígado; Seção 23.1C). 

Os músculos esqueléticos são constituídos tanto de Gbras 
de contração lenta (Tipo I) como de Gbras de contração rá- 
pida (Tipo II). As fibras de contração rápida, chamadas des- 
sa forma por serem predominantes em músculos capazes de 
realizar atividades repentinas, são praticamente desprovidas 


de mitocôndrias. Sendo assim, elas devem obter quase todo 
o seu ATP pela glicólise anaeróbia, para a qual têm uma ca- 
pacidade especialmente elevada. Os músculos destinados à 
contração lenta e constante, por outro lado, são abundantes 
em fibras de contração lenta que são ricas em mitocôndrias 
e obtêm a maioria de seu ATP pela fosforilação oxidativa. 
(Fibras de contração rápida e fibras de contração lenta foram 
originalmente conhecidas como fibras brancas e fibras ver- 
melhas, respectivamente, porque o tecido muscular, muitas 
vezes de cor pálida, ao ser enriquecido com mitocôndrias, ad- 
quire uma cor avermelhada característica de seus citocromos 
com grupamentos heme. Entretanto, a cor da fibra mostro u- 
-se um indicador imperfeito da fisiologia do músculo.) 

A cor da carne do peito das aves é um exemplo bem conhe- 
cido. Os músculos de voo dos pássaros migratórios, como os 
patos e os gansos, que necessitam de um suprimento de energia 
constante, são ricos em fibras de contração lenta, e esses pássa- 
ros apresentam carne escura no peito. Por outro lado, os mús- 
culos de voo de pássaros que voam menos, como as galinhas 
e os perus, que são usados apenas para atividades repentinas 
e curtas (geralmente para escapar do perigo), são constituídos 
principalmente por fibras de contração rápida, formando a car- 
ne branca. Em seres humanos, os músculos de velocistas são 
relativamente ricos em fibras de contração rápida, enquanto 
corredores de longa distância têm uma proporção maior de 
fibras de contração lenta (entretanto, seus músculos são da 
mesma cor). Os corredores de longa distância de categoria 
internacional têm uma capacidade excepcional de gerar ATP 
aerobiamente. Isso foi demonstrado pelo monitoramento, por 
RM com 31 P não invasivo, dos níveis de ATP, P íS fosfocreatina 
e pH nos seus músculos, não treinados, do antebraço durante 
exercício. Essas observações sugerem que os músculos desses 
atletas são mais dotados geneticamente para exercícios prolon- 
gados do que aqueles de indivíduos “normais”. 

4 CONTROLE E REGULAÇÃO METABÓLICOS 

Os organismos vivos, como foi visto na Seção 16.6, são sistemas 
abertos termodinamicamente, que tendem a manter um esta- 
do estacionário em vez de atingirem o equilíbrio (morte para 
os seres vivos). Então, o fluxo (taxa de fluxo) de intermediá- 
rios através de uma via metabólica é constante, isto é, as veloci- 
dades de síntese e de degradação de cada intermediário da via 
metabólica os mantêm em concentrações constantes. Lembre-se 
que esse estado é de máxima eficiência termodinâmica (Seção 
16.6B). A regulação do estado estacionário (homeostasia) deve 
ser mantida à custa de variações no fluxo através das vias meta- 
bólicas em resposta a mudanças nas demandas. 

Os termos controle metabólico e regulação metabó- 
lica são, muitas vezes, usados com o mesmo significado. 
Entretanto, para objetivos deste estudo, serão fornecidas duas 
definições diferentes: regulação metabólica é o processo pelo 
qual é mantido o fluxo de metabólitos no estado estacionário 
através de uma via, enquanto controle metabólico é a influên- 
cia exercida pelas enzimas de uma via em resposta a um sinal 
externo, visando à alteração do fluxo dos metabólitos. 

A. Homeostasia e controle metabólico 

Existem duas razões pelas quais o fluxo metabólico deve ser 
controlado: 
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I. Para fornecer cada produto nas velocidades em que 
são necessários, isto é, para equilibrar o fornecimento com 
a demanda. 

n. Para manter as concentrações do estado estacionário 
dos intermediários de uma via metabólica dentro de uma es- 
treita faixa de concentração (homeostasia) . 

Os organismos mantêm a homeostasia por várias razões: 

L Em um sistema aberto, como o metabolismo, o estado 
estacionário é o estado de máxima eficiência termodinâmica 
(Seção 16.6Ba). 

2. Muitos intermediários participam de mais de uma via, 
sendo que alterações nas suas concentrações podem pertur- 
bar um equilíbrio delicado. 

3. A velocidade da resposta de uma via a um sinal de con- 
trole diminui caso haj a grandes variações nas concentrações 
dos intermediários. 

4. Grandes variações nas concentrações dos intermediários 
podem ter efeito deletério nas propriedades osmósticas da 
célula. 

As concentrações dos intermediários e o nível do fluxo 
metabólico que mantêm uma via variam de acordo com as 
necessidades do organismo por meio de um sistema altamen- 
te responsivo de controles precisos. Tais vias são análogas 
aos rios que são represados para gerar eletricidade. Apesar 
de a água estar continuamente fluindo para dentro e para 
fora do lago formado pela represa, um nível de água relativa- 
mente constante é mantido. A taxa de saída de água do lago 
é controlada de forma precisa na represa e varia em resposta 
à necessidade de eletricidade. Nesta seção, serão examinados 
os mecanismos pelos quais as vias metabólicas em geral, e a 
via glicolítica em particular, são controladas em resposta às 
necessidades energéticas biológicas. 

B. Fluxo metabólico 

Uma vez que uma via metabólica é uma série de reações ca- 
talisadas por enzimas, é fácil descrever o fluxo de metabóli- 
tos em uma via considerando seus passos de reações indivi- 
dualmente. O fluxo de metabólitos, J, através de cada etapa 
da reação é a velocidade da reação no sentido direto, me- 
nos a da reação inversa, v,; 

J = Vf — v r [17.1] 

No equilíbrio, por definição, não existe fluxo (J - 0 ), ape- 
sar de v, e v r poderem ser bastante altas. No outro extremo, 
em reações que estão longe do equilíbrio, v f » v r , de for- 
ma que o fluxo é essencialmente igual à velocidade da rea- 
ção no sentido direto, J ^ v r O fluxo através de uma via em 
estado estacionário é constante e é determinado ( gerado ) 
pela etapa (ou etapas ) determinante da velocidade da via. 
Consequentemente, o controle do fluxo através de uma via 
metabólica requer: (1 ) que o fluxo através dessa etapa gera- 
dora do fluxo varie conforme as necessidades metabólicas do 
organismo e (2) que essa mudança no fluxo seja transmitida 
pela via para a manutenção do estado estacionário. 

A descrição clássica de regulação e controle metabólico 
diz que cada via metabólica tem uma etapa limitante da ve- 
locidade e é regulada pelo controle da velocidade dessa en- 


zima-chave. Essas chamadas enzimas regulatórias são quase 
sempre enzimas alostéricas sujeitas à inibição por retroali- 
mentação (Seção 13.4) e são, frequentemente, também con- 
troladas por modificações covalentes (as quais são comenta- 
das na Seção 18.3). 

Várias questões vêm à tona. Essas enzimas regulatórias 
realmente limitam a velocidade da via metabólica? Existe 
realmente apenas uma etapa na via que limita a velocidade 
ou podem existir várias enzimas contribuindo para a regula- 
ção da via? Controlando-se essas enzimas, o fluxo de meta- 
bólitos ao longo da via é realmente controlado ou a inibição 
por retroalimentação é a função que realmente mantém o 
estado estacionário? Essas são questões complicadas com 
respostas complicadas. 

C. Análise do controle metabólico 

Embora geralmente se considere que cada via metabólica 
tem uma etapa limitante da velocidade, vários experimen- 
tos sugerem que a situação se toma mais complexa quando 
essas vias encontram-se combinadas nos organismos vivos. 
Consequentemente, é importante desenvolver métodos para 
analisar quantitativamente sistemas metabólicos, visando es- 
tabelecer mecanismos de controle e de regulação. A análise 
de controle metabólico, método desenvolvido por Henrik 
Kacser e Jim Burns e independentemente por Reinhart 
Heinrich e Tom Rapoport, fornece subsídios para conside- 
rar esses problemas. E uma forma de descrever quantitati- 
vamente o comportamento dos sistemas metabólicos como 
resposta a várias perturbações. 

a. O coeficiente de controle de fluxo mede a sensibilidade do 
fluxo a variações na concentração enzimãtica 
A análise do controle metabólico, a priori, não precisa supor 
que apenas uma etapa seja limitante da velocidade. Em vez 
disso, ela define um coeficiente de controle de fluxo, C J (no 
qual J é um índice, não um expoente) , para medir a sensibili- 
dade do fluxo a uma variação na concentração da enzima. O 
coeficiente do controle de fluxo é definido como a variação 
do fluxo, /, em relação à variação na concentração da enzi- 
ma, [E]: 


àJ/J _ dlnJ _ àJ/J 
a[E]/[E] “ d In[E] ~ A[E]/[E] 


[17.2] 


(lembre-se que dx/x = d lnx). 

O coeficiente do controle do fluxo é o análogo da ordem 
cinética da reação. Se a reação é de primeira ordem para a 
concentração do substrato, [S], quando se dobra a [S] a velo- 
cidade da reação é duplicada, enquanto, se a reação é de or- 
dem zero para [S] (i.e., em uma reação enzimática saturada), 
a velocidade da reação é insensível ao valor da [S] . De forma 
semelhante, se o coeficiente de controle de fluxo de uma en- 
zima é 1, então dobrando a concentração da enzima, [E], o 
fluxo pela via metabólica é duplicado, ao passo que, se o coe- 
ficiente de controle de fluxo é zero, o fluxo não é sensível ao 
valor da [E] . É claro que o coeficiente do controle de fluxo 
pode ter valores intermediários entre 0 e 1. Por exemplo, se 
um aumento de 10% na concentração da enzima aumenta 
o fluxo em apenas 7,5%, o coeficiente de controle de fluxo 
seria 0,075/0,10 = 0,75. 
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O fluxo pelo sistema metabólico é em geral controlado 
por mais de uma enzima. Consequentemente, o coeficien- 
te de controle do fluxo para cada enzima participante cor- 
responde à fração do controle total sobre a via metabólica 
exercido por esta enzima. Então, o somatório de todos os 
coeficientes de controle do fluxo envolvidos no controle de 
uma via metabólica deve ser igual a 1. Esse é o teorema da 
aditividade do controle metabólico. Ele indica que o coefi- 
ciente de controle do fluxo de uma enzima específica em um 
sistema depende, parcialmente, dos coeficientes de controle 
do fluxo de outras enzimas no sistema; isto é, um coeficiente 
de controle de fluxo de uma enzima é uma propriedade do 
sistema como um todo. Na verdade, o controle do fluxo em 
um sistema metabólico está dividido entre todas as enzimas no 
sistema, apesar de que a maioria dos coeficientes de controle 
do fluxo sejam muito provavelmente pequenos. 

b. A tecnologia do DNA recombinante tem sido usada para 
medir os coeficientes de controle do fluxo 
O coeficiente de controle do fluxo é uma variável que tem 
sido determinada experimentalmente in vivo para muitas 
enzimas que foram previamente consideradas como catali- 
sadoras de etapas determinantes da velocidade de suas vias 
metabólicas. Por exemplo, a enzima citrato-sintase, do ciclo 
do ácido cítrico (Seções 21.1 A e 21 .3A), catalisa uma reação 
irreversível (A G°' = - 31,5 kJ ■ moí 1 ) e é considerada como 
uma das enzimas que regulam o fluxo pelo ciclo do ácido cí- 
trico (Seção 21,4). Daniel Koshland determinou a forma com 
que a atividade da citrato-sintase afeta o fluxo através do ci- 
clo do ácido cítrico por meio de técnicas de engenharia gené- 
tica, que lhe permitiram controlar a concentração da enzima 
in vivo. Ele construiu um plasmídeo (Fig. 17.31) contendo o 
gene da citrato-sintase sob o controle (situado imediatamen- 
te antes do gene) de um promotor lac modificado, juntamen- 
te com o gene lacl, que codifica o repressor lac (na ausência 
do indutor, o repressor lac liga-se ao promotor lac e, dessa 
forma, impede a transcrição pela RNA-polimerase dos genes 
controlados por ela; Seção 5.4Aa) e o gene amp R , que con- 
fere resistência ao antibiótico ampicilina. Esse plasmídeo foi 
introduzido em uma E. coli mutante sem o gene da citrato- 
-sintase e sensível a ampicilina. Essas E. coli cresceram na 
presença da ampicilina (que matou todas as células que não 
captaram o plasmídeo) e de quantidades variadas de isopro- 
piltiogalactosídeo (IPTG) , um indutor não metabolizável do 
óperon lac (Seção 31.1Aa). 

Usando esse sistema, a concentração da citrato-sintase 
foi medida como função da [IPTG] , e a velocidade de cresci- 
mento da E. coli foi determinada como função da [IPTG] em 
condições nas quais a glicose e/ou o acetato eram as únicas 
fontes de carbono para o crescimento da bactéria. Guando o 
acetato era a única fonte de carbono, a E. coli obteve a maior 
parte da energia metabólica por meio do ciclo do ácido cítri- 
co, e o crescimento variou proporcionalmente com a [citrato- 
-sintase] . O coeficiente do controle do fluxo da enzima, nesse 
caso, foi próximo do seu valor máximo de 1, isto é, o fluxo 
pelo delo do ácido cítrico foi quase inteiramente controlado 
pela atividade da citrato-sintase. Entretanto, quando a glico- 
se estava também disponível, a E. coli cresceu rapidamente, 
mesmo com [citrato-sintase] baixa, e não foi afetada pelas 
mudanças na concentração da enzima. Nesse caso, o coefi- 
ciente de controle do fluxo foi próximo de zero, indicando 
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FIGURA 17.31 Esquema do plasmídeo construído para con- 
trolar a quantidade de citrato-sintase produzida por E. coli. O 

gene lacl codifica o repressor lac, que se liga ao promotor lac. 
Isto evita a transcrição do gene imediatamente a jusante, que 
codifica a citrato-cintase. Ao ligar IPTG, o repressor lac libera 
o promotor lac, possibilitando a expressão da citrato-sintase. 
Assim, a concentração de IPTG (molécula não metabolizável) 
controla o nível de expressão da citrato-sintase. O gene amp R 
codifica a proteína que confere resistência ao antibiótico ampi- 
cilina. Então, na presença de ampicilina, crescem apenas aque- 
las E. coli que se tomaram resistentes à ampicilina por terem 
adquirido o plasmídeo. 


que o fluxo pelo ciclo do ácido cítrico foi reduzido ao ponto 
que, mesmo em baixas concentrações de citrato-sintase, ela 
já está cataliticamente em excesso (evidentemente, quando 
a glicose está presente, o ciclo do ácido cítrico tem um papel 
secundário na produção de energia e biossíntese em E. coli ) . 

c. As velocidades das reações enzimáticas respondem a 
mudanças no fluxo 

Será considerado como um fluxo é mantido constante atra- 
vés de uma via metabólica pela análise da resposta de uma 
reação, catalisada por uma enzima, a mudanças no fluxo da 
reação precedente. Na seguinte via em estado estacionário: 

^ etapa(s] detèrminante(s) * ^ ' v ® ^ * 

da velocidade 

o fluxo, /, pela reação A B , que deve ser idêntico ao fluxo 
pela(s) etapa(s) determinante(s) da velocidade, está mostra- 
do na Equação [17.1] (J - v f - v r ). Se o fluxo da etapa deter- 
minante da velocidade aumentar em A J, esse aumento deve 
ser transmitido para a próxima etapa da reação na via meta- 
bólica, pelo aumento na v r (Av,), visando o restabelecimento 
do estado estacionário. Qualitativamente, pode-se ver que 
isso ocorre, porque um aumento no J causa um aumento na 
[A], que causa um aumento na v r A quantidade do aumento 
em [A] (A[A]) que leva a um aumento de v, na quantidade 
apropriada (Av r ) é determinada como mostrado a seguir: 

A J = A v f 


[17.3] 
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Dividindo-se a Equação [17.3] pelo valor de J, multipli- 
cando-se o lado direito por v/v f e substituindo-se na Equação 
[17.1] resulta em 

A T Aw Ve Av f Vf 

— = - ' = - [17.4] 

J Vf J v f (v f - v r ) 

que relaciona A J/J, a fração da variação no fluxo por meio 
da[s] etapafs] determinante [s] da velocidade, com A vJ v, (a 
fração da variação na v f ), a velocidade da reação direta da 
próxima reação da via. 

Na Seção 14.2A, foi discutida a relação entre a concen- 
tração do substrato e a velocidade de uma reação enzimática, 
como expresso pela equação de Michaelis-Menten: 


se aproxima do equilíbrio. Portanto, uma série de reações 
sequenciais que estão próximas do equilíbrio tem o mesmo 
fluxo e mantém as concentrações de seus intermediários em 
um estado estacionário (homeostasia). 

d. 0 coeficiente de elasticidade mede a sensibilidade de 
uma reação enzimática a mudanças na concentração do 
substrato 

A razão vJ(v f — vJ, que mede a sensibilidade da velocidade 
de uma reação enzimática a mudanças na concentração do 
substrato, é chamada, em análises de controle metabólico, de 
coeficiente de elasticidade, e. O coeficiente de elasticidade 
é a variação da velocidade final de uma reação enzimática, 
v, em relação à variação na concentração do substrato, [A]: 


^méx[A] 

K m + [A] 


[14.24] 


dv/v _ a in v _ v f 

d [ A j/[ A | ôln[A] v f - v r 


[17.9] 


Na situação mais simples e mais comum fisiologicamente, 
[A] < < K m , então 


e 


Consequentemente , 


VU[A] 


v f = 

K m 


VL.A[A] 

Vf - 

Km 

A v f 

A [A] 


v f [A] 


[17.5] 


[17.6] 


[17.7] 


então, a variação da velocidade da reação direta é igual à 
variação na concentração do substrato. Dessa forma, pela 
substituição da Equação [17.7] na Equação [17.4], pode-se 
dizer que 


(Quando se estuda uma reação enzimática individualmente, 
na qual a variação da velocidade da reação Av/v correspon- 
de à variação do fluxo, A J/J, e [A] << K M , esta equação é 
simplesmente um rearranjo da Equação [17.8].) O valor do 
coeficiente de elasticidade depende das características da 
enzima e de quanto essa enzima está trabalhando próxima 
do estado de equilíbrio. Como mencionado acima, se a en- 
zima estiver trabalhando longe do estado de equilíbrio ( v f 
»v,), a alteração na concentração do substrato causará um 
pequeno efeito na velocidade final da reação enzimática (e 
será perto de 1). Entretanto, se a enzima estiver trabalhando 
muito perto do equilíbrio, de forma que as velocidades tanto 
da reação direta como da reação inversa são muito maiores 
do que a velocidade final geral, e se aproxima do infinito, e 
pequenas mudanças na concentração do substrato são sufi- 
cientes para ajustar a reação a um novo fluxo. Grandes coe- 
ficientes de elasticidade estão, portanto, associados à manu- 
tenção da homeostasia. 


A7 = A [A] Vf 
J [A] (v f - v r ) 

Essa equação relaciona a fração da variação do fluxo pela 
etapa determinante da velocidade da via metabólica com a 
fração da variação na concentração de substrato necessária 
para comunicar essa mudança para as reações seguintes. A 
grandeza vJ (v f — v r ) é uma medida da sensibilidade da varia- 
ção no fluxo de uma reação em função da variação da concen- 
tração do substrato. Essa grandeza é também uma medida da 
reversibilidade da reação, isto é, o quanto a reação está perto 
do equilíbrio: 

1. Em uma reação irreversível, v i é próximo de 0 (relativo 
a vfl e, dessa forma, v f l(v f — v r ) é próximo de 1. A reação re- 
quer um aumento quase igual na concentração do substrato 
para que possa haver uma resposta de um aumento no fluxo. 

2. Quando uma reação se aproxima do equilíbrio, v r se 
aproxima de v f , portanto v f i(v, - v r ) se aproxima do infinito. 
A resposta da reação ao aumento do fluxo requer um au- 
mento muito menor na concentração do substrato. 

Consequentemente, a capacidade de uma reação trans- 
mitir uma mudança no fluxo aumenta à medida que a reação 


[17.8] 


D. Análise do suprimento e da demanda 

Estudos anteriores sobre o controle das vias metabólicas en- 
focaram vias individuais, ignorando o conj unto de suas fun- 
ções fisiológicas. Sempre se supôs que o controle estivesse 
dentro da própria via metabólica. Entretanto, muitas vezes, 
quando as enzimas que supostamente eram as “controlado- 
ras da velocidade” em uma dada via metabólica foram su- 
perproduzidas, por técnicas de engenharia genética, em or- 
ganismos vivos, aumentos de até 10 vezes na concentração 
enzimática não apresentavam efeito sobre o fluxo pela via 
metabólica que estava sendo estudada. Os coeficientes de 
controle de fluxo das enzimas superproduzidas eram próxi- 
mos de zero nos sistemas in vivo : elas j á estavam presentes 
em excesso metabólico. O fluxo, de alguma forma, deve ter 
sido controlado de fora da via metabólica. Atualmente, sa- 
be-se que isso ocorre porque é impossível separar uma via 
metabólica do(s) processo(s) que utiliza(m) o(s) produto(s) 
daquela via (i.e., os organismos vivos devem ter diminuído 
as atividades dessas enzimas para manter suas necessidades 
metabólicas, ou seja, eles mantiveram a homeostasia). 

As vias de degradação estão intricadamente ligadas às 
vias sintéticas que utilizam seus produtos (Fig. 16.2). Esse é 
um processo de suprimento e demanda, e o suprimento e a 
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demanda estão envolvidos nos dois desafios do controle me- 
tabólico: o controle de fluxo e a homeostasia. Jan-Hendrik 
Hofmeyer e Athel Cornish-Bowden usaram análise de con- 
trole metabólico para explorar tais sistemas, reunindo todas 
as reações da via alimentadora em um bloco e todas as rea- 
ções da via consumidora em um segundo bloco. 


Alímentador 


X 



Aqui, X é o intermediário que é produzido pelo bloco ali- 
mentador para ser usado no bloco consumidor. Para o blo- 
co alimentador, X é um produto e um inibidor por retroa- 
limentação, de modo que, à medida que a concentração de 
X aumenta, a velocidade do fluxo através do bloco alimen- 
tador diminui. Para o bloco consumidor, X é um substrato, 
de modo que, à medida que a concentração de X aumenta, 
a velocidade do fluxo através do bloco consumidor aumen- 
ta até a sua saturação. Quando o fluxo através do bloco ali- 
mentador é igual ao fluxo através do bloco consumidor, a 
concentração de X está em estado estacionário, o ponto em 
que a velocidade de sua produção é igual à velocidade de seu 
consumo. Essa velocidade define o fluxo real pelo sistema 
de suprimento e demanda e a concentração de X no estado 
estacionário. 


muito pouca diminuição na [X] para determinar uma mudan- 
ça na velocidade de alimentação para alcançar o novo estado 
estacionário. Entretanto, por causa do baixo coeficiente de 
elasticidade do bloco consumidor, será necessário que haja 
um aumento muito grande na [X] devido ao aumento no su- 
primento para causar um aumento suficiente na velocidade 
do bloco consumidor que alcance um novo estado estacio- 
nário. Consequentemente, o aumento na atividade do bloco 
consumidor teria um efeito muito maior no fluxo do que um 
aumento na atividade do bloco alimentador. Então, nesse 
caso, o fluxo é muito mais sensível a mudanças na demanda 
do que a mudanças no suprimento, isto é, o coeficiente de 
controle de fluxo do bloco consumidor é muito maior do que 
aquele do bloco alimentador. 

Existe uma relação recíproca entre o coeficiente de con- 
trole de fluxo e o coeficiente de elasticidade. Quanto maior 
o coeficiente de controle de fluxo, menor o coeficiente de 
elasticidade, e vice-versa. A razão do coeficiente de elastici- 
dade do bloco alimentador pelo coeficiente de elasticidade 
do bloco consumidor determina a distribuição do controle 
de fluxo entre o suprimento e a demanda. Quando a razão 
do coeficiente de elasticidade do suprimento pelo coeficien- 
te de elasticidade da demanda for maior do que 1, como no 
exemplo acima, o controle do fluxo é colocado na porção da 
demanda da via, e vice-versa. 


a. A concentração dos intermediários no estado estacionário 
responde a mudanças no suprimento e/ou na demanda 
A resposta da concentração do intermediário X no estado 
estacionário a qualquer pequena mudança na velocidade do 
bloco alimentador e do bloco consumidor depende inteira- 
mente do coeficiente de elasticidade dos dois blocos no esta- 
do estacionário. Imagine um aumento na atividade do bloco 
consumidor. Isso resultaria em uma diminuição da [X] e um 
concomitante aumento no fluxo através do bloco alimenta- 
dor, devido à diminuição da inibição por retroalimentação. 
Essa alteração continuaria até que as velocidades dos fluxos 
através dos blocos alimentador e consumidor se igualassem, 
alterando o sistema para um novo estado estacionário, com 
uma baixa [X] e um alto fluxo geral. Alternativamente, se 
a atividade do bloco alimentador aumentasse, produzindo 
uma maior [X] , o bloco consumidor responderia com um au- 
mento da sua velocidade para restabelecer um novo estado 
estacionário nesta [X] mais elevada. Quanto maior o coefi- 
ciente de elasticidade do bloco que está respondendo, menor 
a mudança que a [X] deve fazer para restabelecer o estado 
estacionário. 

Uma pergunta permanece. Onde fica o controle? Seria 
no bloco alimentador ou no bloco consumidor? A resposta: 
no bloco com o menor coeficiente de elasticidade. Uma vez 
que é a mudança na [X] que causa o reajuste do estado es- 
tacionário e a mudança no fluxo, o bloco em que a maior 
mudança da [X] é produzida para uma dada mudança de 
velocidade é o bloco controlador. A mudança de fluxo para 
uma dada mudança na velocidade em um bloco específico é o 
seu coeficiente de controle de fluxo, de modo que o controle 
apoia-se no bloco que tem o maior coeficiente de controle de 
fluxo e o menor coeficiente de elasticidade. Por exemplo, se o 
bloco alimentador tem um coeficiente de elasticidade muito 
alto, e o bloco consumidor tem um coeficiente de elastici- 
dade muito baixo, um aumento da demanda precisa causar 


b. 0 coeficiente de elasticidade descreve a regulação das 
concentrações dos intermediários no estado estacionário 

Além do controle do fluxo através do sistema de suprimento 
e de demanda, as concentrações dos intermediários no esta- 
do estacionário são também reguladas. Foi visto que, quanto 
maior o coeficiente de elasticidade de um dado bloco, menor 
a mudança na [X] necessária para restabelecer o estado esta- 
cionário e mudar o fluxo. É muito importante que, ao alterar 
o fluxo e manter o estado estacionário, a mudança na [X] seja 
tão baixa quanto possível. Quanto maior for o coeficiente de 
elasticidade, mais sensível é a regulação da homeostasia. 

O controle de fluxo precisa de um alto coeficiente de 
controle de fluxo, que precisa de um baixo coeficiente de 
elasticidade. A regulação da homeostasia precisa de um alto 
coeficiente de elasticidade, que precisa de um baixo coefi- 
ciente de controle de fluxo. Uma grande diferença nos coe- 
ficientes de elasticidade dos blocos alimentador e consumi- 
dor, entretanto, leva a um controle exclusivo do fluxo por 
um ou outro bloco. As funções de controle defluxo e de con- 
centração são mutuamente exclusivas. Se o bloco consumidor 
controla o fluxo, a função do bloco alimentador é regular a 
homeostasia. 

c. A inibição por retroalimentação é necessária para a 
homeostasia, mas não para o controie de fluxo 

Quando o bloco consumidor está exercendo o controle do 
fluxo, um aumento na demanda resulta em uma diminuição 
na concentração de X, dessa forma diminuindo a inibição 
por retroalimentação do bloco alimentador. A inibição por 
retroalimentação pode, portanto, parecer uma parte essen- 
cial do processo de controle. Na verdade, não é esse o caso. 
A inibição por retroalimentação não é parte do sistema de 
controle, mas parte do sistema de homeostasia. Ela deter- 
mina a faixa da [X] na qual o estado estacionário é alcança- 
do. Na ausência de inibição por retroalimentação, o bloco 
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alimentador será insensível à [X] na maior parte da faixa de 
concentração, mas se tornará sensível à [X] perto do equi- 
líbrio, quando o bloco consumidor pode, então, controlar 
o fluxo. Entretanto, isso necessitaria de concentrações tão 
altas de X e de outros metabólitos na via alimentadora que 
seria osmoticamente perigoso. A inibição por retroalimen- 
tação mantém a homeostasia em concentrações metabólicas 
fisiologicamente razoáveis. 

E. Mecanismos de controle de fluxo 

a. 0 fluxo ao longo de uma via é controlado na(s) sua(s) 
etapa(s) determinante(s) da velocidade 
O fluxo metabólico através de uma via inteira é determinado 
pela etapa ou etapas determinantes da velocidade, as quais, 
por definição, são muito mais lentas do que as reações se- 
guintes da via. Portanto, o produto ou os produtos das etapas 
determinantes da velocidade são removidos antes que eles 
possam atingir o equilíbrio com os reagentes, assim a etapa 
ou etapas determinantes da velocidade funcionam longe do 
equilíbrio e têm uma mudança de energia livre grandemente 
negativa. De modo semelhante, a corrente de um rio somen- 
te pode ser controlada por um dique, que cria uma diferen- 
ça no nível de água; essa é uma situação que também tem 
uma mudança de energia livre grandemente negativa, neste 
caso resultando em pressão hidrostática. Ainda, como visto 
anteriormente, o coeficiente de elasticidade, e, de uma rea- 
ção fora do equilíbrio ( V/ » v r ) é próximo de 1; isto é, a 
concentração do substrato deve dobrar (na ausência de ou- 
tros efeitos de controle) para dobrar a velocidade da reação 
(Equação [17.8]). Entretanto, fluxos de algumas vias meta- 
bólicas variam por fatores que são bem maiores do que aque- 
les que possam ser explicados por mudanças na concentração 
do substrato. Por exemplo, sabe-se que fluxos glicolíticos 
variam por fatores de 100 ou mais, enquanto não são conhe- 
cidas variações tão grandes nas concentrações de substrato. 
Consequentemente, apesar de mudanças na concentração 
de substrato poderem transmitir uma mudança no fluxo da 
etapa ou das etapas determinantes da velocidade para ou- 
tras etapas da via (perto do equilíbrio; v r ~ v r ), devem existir 
outros mecanismos que controlam o fluxo da etapa ou das 
etapas determinantes da velocidade. 

O fluxo por uma etapa ou pelas etapas determinantes da 
velocidade de uma via pode ser alterado por vários mecanis- 
mos: 

1. Controle alostcrico: muitas enzimas são alostericamente 
controladas (Seção 13.4) por efetores que são, muitas vezes, 
produtos ou coenzimas na via metabólica, mas não necessa- 
riamente das enzimas em questão (regulação por retroali- 
mentação). Uma dessas enzimas é a PFK, uma importante 
enzima glicolítica regulatória (Seção 17.4Fb). 

2. Modificação co valente (inter conversão enzimática): 

muitas enzimas que regulam fluxos das vias têm sítios espe- 
cíficos que podem ser enzimaticamente fosforilados e des- 
fosforilados em resíduos específicos de Ser, Thr e/ou Tyr, ou 
então modificados covalentemente de outras maneiras. Tais 
processos de modificação enzimática, que, por sua vez, tam- 
bém estão sujeitos a controle, alteram significativamente as 
atividades de enzimas modificadas. Esse mecanismo de con- 
trole de fluxo será discutido na Seção 18.3. 


3. Ciclos de substrato: se v f e v r na Equação [17.8] repre- 
sentam as velocidades de duas reações opostas fora do equi- 
líbrio e que são catalisadas por enzimas diferentes, v, e v r 
podem variar independentemente. O fluxo por esse ciclo de 
substrato, como será visto na próxima seção, é mais sensí- 
vel a concentrações de efetores alostéricos do que é o fluxo 
por uma única reação em uma só direção que esteja fora do 
equilíbrio. 

4. Controle genético: as concentrações das enzimas, e con- 
sequentemente as atividades enzimáticas, podem ser altera- 
das pela síntese proteica em resposta a necessidades metabó- 
licas. O controle genético das concentrações enzimáticas é a 
maior preocupação da Parte V deste livro. 

Os mecanismos 1 a 3 podem responder rapidamente 
(dentro de segundos ou minutos) a estímulos externos, sendo 
classificados como mecanismos de controle de “curto prazo”. 
O mecanismo 4 responde mais lentamente a alterações das 
condições (dentro de horas ou dias em organismos superio- 
res), sendo chamados de mecanismos de controle de “longo 
prazo”. 

F. Regulação da glicólise no músculo 

A elucidação dos mecanismos de regulação do fluxo de uma 
dada via metabólica envolve a determinação das enzimas 
regulatórias da via envolvidas nas etapas determinantes da 
velocidade, juntamente com a identificação dos moduladores 
dos seus mecanismos. Deve-se então formular uma hipótese 
que possa ser testada in vivo. Um procedimento comum para 
estabelecer os mecanismos regulatórios envolve três etapas. 

1. Identificação da etapa ou das etapas determinantes da 
velocidade da via. Uma maneira de fazer isso é medir os AG 
in vivo de todas as reações da via para determinar aquelas 
que funcionam perto do equilíbrio. As que operam longe do 
equilíbrio são pontos de controle em potencial; as enzimas 
que catalisam essas reações podem ser reguladas por um ou 
mais dos mecanismos listados acima. Outra maneira de es- 
tabelecer a etapa ou as etapas determinantes da velocidade 
de uma via é medir o efeito de um inibidor conhecido sobre 
uma etapa específica da reação e sobre o fluxo pela via como 
um todo. A razão da variação da atividade da enzima inibida 
pela variação do fluxo total (o coeficiente de controle de flu- 
xo) irá variar entre 0 e 1 . Quanto mais próxima de 1 for essa 
razão, maior será o envolvimento dessa enzima na regulação 
do fluxo total ao longo da via. 

2. Identificação in vivo dos modificadores alostéricos das 
enzimas que catalisam as reações determinantes da veloci- 
dade. Os mecanismos pelos quais esses compostos agem são 
determinados por seus efeitos na cinética da enzima. A partir 
dessa informação, pode ser formulado um modelo de meca- 
nismos alostéricos reguladores da via. 

3. Medidas in vivo dos níveis dos reguladores propostos, 
em condições variadas, para estabelecer se essas mudanças 
de concentrações são consistentes com o mecanismo de regu- 
lação proposto. 

a. Variações na energia livre das reações da glicólise 

A termodinâmica da glicólise será examinada com ênfase nos 
seus mecanismos de regulação. Isso deve ser feito separada- 
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TABELA 17.1 A G°' e AG das reações da glicólise no músculo cardíaco* 


Reação 

Enzima 

AG°' (kJ • mol -1 ) 

AG (kJ • mol -1 ) 

1 

HK 

— 20,9 

-27,2 

2 

PGI 

+ 2,2 

-1,4 

3 

PFK 

- 17,2 

-25,9 

4 

Aldolase 

+ 22,8 

- 5,9 

5 

HM 

+ 7,9 

Negativa 

6 + 7 

GAPDH + PGK 

- 16,7 

-1,1 

8 

PGM 

+ 4,7 

-0,6 

9 

Enolase 

“3,2 

-2,4 

10 

PK 

— 23,0 

- 13,9 


*Calculado a partir de dados de Newsholme, E.A., e Start, C., Regulaüon in Metabolism, p. 97, Wiley (1973). 


mente para cada tipo de tecido em questão, porque a glicó- 
lise é regulada de diferentes maneiras em diferentes tecidos. 
O foco aqui é no tecido muscular. Primeiro, se estabelecem 
os possíveis pontos de regulação da via pela identificação 
das reações fora do equilíbrio. A Tabela 17.1 lista a variação 
de energia livre padrão (AG°') e a variação de energia livre 
real do estado fisiológico (AG) associada com cada reação 
da via. É importante perceber que as variações na energia 
livre associadas com as reações em condições-padrão podem 
distinguir-se drasticamente daquelas em condições de fato 
fisiológicas. Por exemplo, a AG°' para a aldolase é + 22,8 
kJ ■ mof , enquanto em condições fisiológicas no músculo 
cardíaco é próxima de zero, indicando que a atividade in vivo 
da aldolase é suficiente para equilibrar os substratos e os 
produtos. O mesmo é verdadeiro para a série de reações da 
GAPDH + PGK. Porém, em uma via em estado estacioná- 
rio, todas as reações devem ter AG < 0. Isso porque, se AG 
> 0 para qualquer reação, seu fluxo seria no sentido inverso. 

Na via glicolítica, somente três reações , aquelas catali- 
sadas pela hexocinase (HK), pela fosfofrutocinase ( PFK ) e 
pela piruvato-cinase ( PK ), funcionam com grandes variações 
negativas de energia livre no músculo cardíaco em condições 
fisiológicas (Tabela 17.1). Essas reações de não equilíbrio 
da glicólise são candidatas a pontos de controle. As outras 
reações da via glicolítica funcionam próximas do equilíbrio: 
suas velocidades no sentido direto e inverso são muito mais 
rápidas do que o fluxo real pela via (embora a velocidade no 
sentido direto deva ser pelo menos um pouco maior do que 
a velocidade no sentido inverso) . Consequentemente, essas 
reações próximas do equilíbrio são muito sensíveis a varia- 
ções na concentração dos intermediários da via (elas tem alto 
coeficiente de elasticidade) e assim transmitem rapidamente 
para o resto da via qualquer variação de fluxo gerada nas eta- 


pas determinantes da velocidade, assegurando a manutenção 
do estado estacionário (homeostase). 

b. A fosfofrutocinase é o maior alvo para a regulação do fluxo 
da glicólise no músculo 

Estudos cinéticos in vitro da HK, da PFK e da PK indicam 
que cada uma é controlada por vários compostos, alguns dos 
quais estão listados na Tabela 17.2. Mesmo assim, quando 
a fonte de G6P para a glicólise é o glicogênio, e não a gli- 
cose, como é frequentemente o caso no músculo esqueléti- 
co (Seção 18.1), a reação da hexocinase não é necessária. A 
PFK, uma enzima regulada deforma elaborada que funciona 
longe do equilíbrio, é o principal alvo para regular a glicólise 
no músculo, na maioria das condições. 

A PFK (Fig. 17.32a) é uma enzima tetramérica com dois 
estados conformacionais, R e T, que estão em equilíbrio. O 
ATP é, ao mesmo tempo, um substrato e um inibidor alosté- 
rico da PFK. Cada subunidade possui dois sítios de ligação 
para o ATP, um de substrato e um de inibidor. O sítio do 
substrato liga o ATP igualmente bem nas duas conforma- 
ções, mas o sítio do inibidor liga o ATP quase que exclusi- 
vamente no estado T. O outro substrato da PFK, F6P, liga- 
-se preferencialmente ao estado R. Consequentemente, em 
altas concentrações, o ATP atua como um inibidor alostérico 
heterotrópico da PFK por se ligar ao estado T, alterando o 
equilíbrio T^Ra favor do estado T e, então, diminuindo a 
afinidade da PFK por F6P (isso é semelhante à ação do 2,3- 
BPG na diminuição da afinidade da hemoglobina pelo 0 2 ; 
Seção 10.2F). Em termos gráficos, em altas concentrações 
de ATP, a curva hiperbólica (não cooperativa) da atividade 
da PFK versus a [F6P] é convertida em curva sigmoidal (co- 
operativa) característica de enzimas alostéricas (Fig. 17.33; 
processos cooperativos e não cooperativos são discutidos na 
Seção lO.IBa). Por exemplo, quando a [F6P] = 0,5 m M (li- 


TABELA 17.2 Alguns efetores de enzimas das reações de não equilíbrio da glicólise 

Enzima Inibidores Ativadores* * 

HK G6P 

PFK ATP, citrato, PEP ADP, AMP, AMPc, FBP F2,6P, F6P, NHt, P ( 

PK (músculo) ATP AMP, PEP, FBP 

*0s ativadores da PFK sao melhor descritos como “desínibidores’’ do ATP, porque eles revertem o efeito de 
concentrações inibitórias de ATP. 
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FIGURA 17.32 Estrutura por raio X da PFK. (a) As duas su- 
bunidades da enzima tetramérica estão mostradas na forma de 
fita (as duas outras subunidades foram omitidas para ficar mais 
claro estão associadas a essas mostradas por eixo duplo verti- 
cal). Cada subunidade está associada com seus produtos, F6P 
( perto do centro de cada subunidade ) e com ADP-Mg^ ! ( em- 
baixo, à direita, e em cima, à esquerda), juntamente com o ativa- 
dor ADP—Mg 2 : (em cima, à direita, e embaixo, à esquerda, par- 
te posterior ), todas na forma de volume atômico com os átomos 
coloridos de acordo com o tipo ( ADP C em verde, FBP C em 
ciano, N em azul, O em vermelho, P em cor de laranj a e Mg em 
roxo). Observe a proximidade do produto grupo fosfato (3 do 
ADP com o grupo fosforil na posição 1 do FBP, o grupo que o 
PFK transfere do ATP para o F6P (Com base na estrutura por 
raios X obtidas por Philip Evans, Cambridge University, Reino 
Unido. PDBid 1PFK.) (b) Sobreposição desses segmentos da 
enzima no estado T (azul) e no estado R (vermelho), que pas- 
sam por um grande rearranjo conformacional na transição alos- 
térica T — » R (indicada pelas setas) . Os resíduos da estrutura no 
estado R estão marcados por uma aspa simples. Também estão 
mostrados os ligantes; o inibidor não fisiológico 2-fosfoglicolato 
(PGC; um análogo do PEP) para o estado T, o substrato coope- 
rativo F6P e o ativador ADP para o estado R. (Segundo Schir- 
mer, T,, e Evans, P.R., Nature 343, 142 (1990). PDBids 4PFK e 
6PFK.) Ver Exercícios de cineimagem 13.1 e 13.2 


GlU 161 y 




^Pl59 ® 

„Glu 161' 


nha tracejada na Fig. 17.33), a enzima está próxima da sua 
atividade máxima, mas na presença de 1 mM de ATP, a ati- 
vidade cai para 15% de seu nível original (uma diminuição 
próxima de 7 vezes). (Na verdade, o efetor alostérico mais 


potente da PFK é a frutose-2,6-bifosfato (F2,6P). O papel da 
F2,6P na regulação da atividade da PFK será discutido quan- 
do for estudado o mecanismo pelo qual o fígado mantém a 
concentração da glicose sanguínea [Seção 18.3Fc].) 
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FIGURA L7.33 Atividade da PFK versus concentração da 
F6P. As várias condições são: em azul, sem inibidor (baixa 
[ATP], não inibitória); em verde, 1 m M ATP (inibitória); em 
vermelho, lm M ATP + 0,1 miVÍ AMP. (Segundo dados de 
Mansour, T.E., and Ahlfors, C.E., J. Biol Chem. 243, 2523-2533 
[1968].) Ver Figuras animadas 

c. A base estrutural da variação alostérica da PFK na 
afinidade por F6P 

As estruturas por raios X da PFK de vários organismos fo- 
ram determinadas para os estados R e T por Phillip Evans. 
O estado R da PFK é estabilizado homotropicamente pela 
ligação do substrato frutose-ó-fosfato (F6P). No estado R 
da PFK do Bacillus stearothermophilus , a cadeia lateral da 
Arg 162 forma uma ponte salina com o grupo fosforil de uma 
F6P ligada no sítio ativo de outra subunidade (Fig. 17.326). 
Entretanto, a Arg 162 está localizada no final de uma volta 
helicoidal que se desenrola na transição para o estado T. A 
cadeia lateral positivamente carregada da Arg 162 afasta-se 
e é substituída pela cadeia lateral carregada negativamente 
do Glu 161. Em função disso, o grupo fosforil duplamente 
negativo da F6P tem uma afinidade bastante diminuída pela 
enzima no estado T. O desenrolamento dessa volta helicoi- 
dal, que é obrigatória para a transição R — > T, é impedido 
pela ligação do ativador ADP a seu sítio efetor na PFK no 
estado R, e facilitado pela ligação do ATP no sítio efetor no 
estado T. Evidentemente, a mesma mudança conformacional 
é responsável pelos efeitos alostéricos homotrópico e hetero- 
trópico na PFK. 

d. 0 AMP supera a Inibição da PFK pelo ATP 

O controle alostérico direto da PFK pelo ATP pode parecer, 
superficialmente, como o meio pelo qual o fluxo glicolítico 
é regulado. Afinal, quando a [ATP] é alta devido à baixa 
demanda metabólica, a PFK é inibida, e o fluxo pela via é 
baixo. Ao contrário, quando a [ATP] é baixa, o fluxo pela 
via é alto, e o ATP é sintetizado para recuperar o seu nível 
normal. Observações da variação fisiológica da concentração 
de ATP, entretanto, indicam que a situação deve ser mais 
complexa. O fluxo metabólico ao longo da glicólise pode va- 
riar em até mais de 100 vezes, dependendo da demanda me- 
tabólica por ATP. Entretanto, medidas da [ATP] in vivo em 


vários níveis de atividade metabólica indicam que a [ATP] 
varia < 10% entre a situação de repouso e o exercício vigo- 
roso. Mesmo assim, não existe um mecanismo alostérico co- 
nhecido que possa explicar uma mudança de 100 vezes no flu- 
xo da reação de não equilíbrio com apenas 10% de alteração 
na concentração do efetor. Assim, algum outro mecanismo 
(ou mecanismos) deve ser responsável por controlar o fluxo 
glicolítico. 

A inibição da PFK pelo ATP é atenuada pelo AMP. Isso 
é consequência da ligação preferencial de AMP ao estado R 
da PFK. Se uma solução de PFK contendo 1 m M de ATP e 
0,5 m M de F6P for colocada em 0,1 m M de AMP, a atividade 
de PFK aumenta de 10 para 50% da sua atividade máxima, 
um aumento de 5 vezes (Fig. 17.33). 

A [ATP] é reduzida em apenas 10% ao se passar de um 
estado de repouso a uma atividade rigorosa, porque a [ATP] 
é tamponada pela ação de duas enzimas: a cre atina- cinase 
(Seção 16.4Cd) e, de importância essencial para essa discus- 
são, a adenilato-cinase (AK; também conhecida como mioci- 
nase) . A adenilato-cinase catalisa a reação 

2ADP ATP + AMP K - [ATP - [ ^ M ? 1 = 0,44 

[ADP] 2 

que rapidamente equilibra o ADP resultante da hidrólise do 
ATP na contração muscular com ATP e AMP. 

No músculo, a [ATP] é — 50 vezes a [AMP] e ~ 10 vezes 
a [ADP]. Dessa forma, como resultado da reação da adenila- 
to-cinase, uma redução de 10% na [ATP] causará um aumen- 
to na [AMP] acima de 4 vezes (ver Problema 12 deste capí- 
tulo). Consequentemente, um sinal metabólico que resulte 
em uma pequena redução na [ATP] , mesmo que insuficiente 
para interromper a inibição da PFK, é amplificado signifi- 
cativamente pela reação da adenilato-cinase, que aumenta a 
[AMP] em uma quantidade que causa um grande aumento 
na atividade da PFK. 

e. O movimento interno da adenilato-cinase age como 
um contrapeso energético para equilibrar a ligação do 
substrato 

A adenilato-cinase, como outras cinases, deve ser específica 
para evitar reações indesejáveis de transferência de fosfo- 
ril, como a hidrólise. Contudo, uma vez que a reação tenha 
ocorrido, o produto firmemente ligado deve ser rapidamente 
liberado para manter a eficiência catalítica da enzima. Em 
cinases tais como a hexocinase e a fosfoglicerato-cinase, 
esse processo é acompanhado pelo fechamento da “fenda” 
quando da Ügação do substrato e pela sua abertura quando 
o produto é formado (Figs. 17.5 e 17.15), processo que é pro- 
vavelmente conduzido pela variação exergônica de energia 
livre da reação que a enzima catalisa. Entretanto, uma vez 
que a reação da AK é energeticamente neutra (substitui 
uma ligação fosfodiéster por outra) , a especificidade da AK 
é aperfeiçoada de diferentes maneiras. A comparação das 
estruturas por raios X, determinadas por Georg Schulz, de 
AK não ligadas com a estrutura da AK formando um com- 
plexo com o análogo bissubstrato inibitório Ap 5 A (dois ADP 
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FIGURA 17.34 Modificações conformadonais na adenilato-cinase (AK) de E. coli quando da ligação ao substrato, (a) Enzima 
não ligada, (b) Enzima ligada ao análogo do substrato Ap 5 A. O Ap 5 A está mostrado na forma de bastões, eom seus átomos de 
C em verde, N em azul, O em vermelho e P em amarelo. Várias cadeias laterais da AK que foram associadas com a ligação do 
substrato estão mostradas na forma de bastões, coloridas conforme o tipo de átomo. Os domínios em ciano e em azul da proteína 
passam por amplas modificações conformacionais quando da ligação ao substrato, enquanto o restante da proteína ( magenta ), cuja 
orientação é a mesma nas Partes a e b, mantém basicamente sua conformação. Compare essas estruturas com aquela da AK suína 
(Fig. 8.54b). (Com base em estruturas por raios X obtidas por Georg Schulz, Institut für Organische Chemie und Biochemie, Frei- 
burg, Alemanha. PDBids (à) 4AKE e (b) 1AKE.) jQ, Ver exercício interativo 9A 


conectados por um quinto fosfato) indica que dois domínios 
de — 30 resíduos da AK fecham-se sobre o Ap s A, ligando-o 
firmemente e excluindo a água (Fig. 17.34). Essa compara- 
ção também sugere como a AK evita o poço de baixa ener- 
gia da ligação firme de substratos e produtos. Na ligação do 
substrato, uma porção da proteína distante do sítio ativo au- 
menta a mobilidade da sua cadeia e, dessa forma, “absorve" 
um pouco da energia livre da ligação do substrato (lembre 
que determinações da estrutura por raios X revelam tanto 
mobilidades atômicas como posições; Seção 9.4). Essa região 
se “solidifica” novamente quando da liberação do produto. 
Uma hipótese lançada por Schulz diz que esse mecanismo 
age como um “contrapeso energético” que permite facilitar 
a liberação do produto e, consequentemente, mantém a alta 
velocidade da reação. 

f. O ciclo do substrato aumenta a sensibilidade do fluxo 
Mesmo que exista um mecanismo para amplificar o efeito 
de pequenas variações na [ATP], que acarreta uma gran- 
de variação na [AMPJ, um aumento de 4 vezes na [AMP] 
aumentaria alostericamente a atividade da PFK em apenas 
—10 vezes, uma quantidade insuficiente para ser responsá- 
vel pelo aumento observado de 100 vezes no fluxo glicolítico. 
Pequenas variações na concentração do efetor (e, portan- 


to, na Vj ) podem causar variações relativamente grandes no 
fluxo através da reação (v f - v r ) apenas se a reação estiver 
funcionando próxima do equilíbrio. A razão para essa alta 
sensibilidade é que, para tais reações, o termo v/(v f - vj na 
Equação [17.8] (o coeficiente de elasticidade) é grande. Isto 
é, a reação inversa contribui significativamente para o valor 
do fluxo líquido. Não é esse o caso da reação da PFK. 

Tais condições semelhantes ao equilíbrio podem ser im- 
postas a uma reação de não equilíbrio se uma segunda enzima 
catalisar a regeneração do substrato a partir do produto de 
uma forma termodinamicamente favorável. Então, v r não é 
mais desprezível quando comparado com v f . Essa situação 
necessita que o processo direto (formação de FBP a partir 
de F6P) e o processo inverso (degradação de FBP em F6P) 
sejam obtidos por reações diferentes para que as leis da ter- 
modinâmica não sejam violadas. Nos parágrafos seguintes, 
será discutida a natureza de tais ciclos de substrato. 

Em condições fisiológicas, a reação catalisada pela PFK: 

Frutose-6-fosfato + ATP * 

frutose-l,6-bifosíato + ADP 

é altamente exergônica (AG = -25,9 kJ • mol " 1 , Tabela 
17.1). Como consequência, a reação inversa tem uma velo- 
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cidade desprezível quando comparada à reação direta. A 
frutose-l,6-bifosfatase (FBPase), entretanto, que está pre- 
sente em muitos tecidos de mamíferos (e que é uma enzima 
essencial na gliconeogênese; Seção 23.1), catalisa a hidrólise 
exergônica da FBP (AG = -8,6 kJ • moí -1 ): 

Frutose-l,6-bifosfato + H 2 0 > 

frutose-6-fosfato + P, 

Observe que as reações combinadas, catalisadas pela PFK e 
pela FBPase, resultam na hidrólise de ATP: 

ATP + H 2 0 ADP + P; 

Esse conjunto de reações opostas é conhecido como um 
ciclo de substrato, devido à reciclagem entre o substrato, 
um intermediário e de volta ao substrato. Quando esse 
conjunto de reações foi descoberto, foi chamado de ciclo 
fútil, já que seu resultado líquido parecia ser um consumo 
inútil de ATP. Na verdade, quando se descobriu que os ati- 
vadores da PFK, o AMP e a F2,6P, inibem alostericamen- 
te a FBPase, foi sugerido que apenas uma dessas enzimas 
estaria funcionando em uma célula sob determinadas con- 
dições. Entretanto, foi demonstrado posteriormente que, 
muitas vezes, ambas as enzimas funcionam simultanea- 
mente em velocidades significativas. 

g. A reciclagem do substrato pode ser responsável pela 
variação no fluxo glicolítico 

Eric Newsholme propôs que ciclos de substratos não são, de 
maneira alguma, “fúteis”; ao contrário: possuem funções re- 
gulatórias. As atividades de enzimas in vivo e as concentra- 
ções dos metabólitos são extremamente difíceis de medir, de 
modo que raramente seus valores são conhecidos de forma 
precisa. Entretanto, fazem-se suposições razoáveis fisiologi- 
camente: um aumento na [AMP] em 4 vezes, resultante da 
reação da adenilato-cinase, causa um aumento entre 10 e 
90% do valor máximo na atividade da PFK (v.) e uma dimi- 
nuição de 90 a 10% no valor máximo da atividade da FBPase 
(v r ). Estudos in vitro mostraram que a atividade máxima 
da PFK muscular é ~ 10 vezes maior do que a atividade da 
FBPase muscular. Então, se for determinado que a atividade 
total da PFK é 100 unidades arbitrárias, a atividade total da 
FBPase será 10 unidades. O fluxo pela reação da PFK na gli- 
cólise em condições de baixa [AMP] é 

hatxo ~ Vf(baixo) — vfbaixo ) = 10 — 9 = 1 

onde v r é catalisada pela PFK e v r pela FBPase. O fluxo em 
condições de alta [AMP] é 

Jaiw ~ Vf(alto) — v falto) — 90 — 1 = 89 

A reciclagem do substrato, portanto, amplificaria o efeito 
de variações na [AMP] sobre a velocidade líquida da fosfo- 
rilação de F6P. Sem o ciclo do substrato, um aumento de 4 
vezes na [AMP] aumenta o fluxo líquido em aproximada- 
mente 9 vezes, enquanto, com o ciclo, o mesmo aumento 
na [AMP] causa um aumento J aU /J baixo — 89/1 ~ 90 vezes 
no fluxo líquido. Consequentemente, pelas suposições aci- 
ma, uma variação de 10% na [ATP] poderia estimular uma 


variação de 90 vezes no fluxo ao longo da via glicolítica pela 
combinação da reação da adenilato-ciclase e dos ciclos do 
substrato. 

h. Impacto fisiológico da reciclagem do substrato 
A reciclagem do substrato, embora tenha função regula- 
tória, não aumenta o fluxo pela via. Ao contrário, funcio- 
na para diminuir o seu fluxo máximo. De certa forma, o 
substrato é colocado em um “padrão de espera”. No caso 
descrito acima, a reciclagem do substrato é o “ preço ” ener- 
gético que o músculo deve pagar para ser capaz de mudar 
rapidamente do repouso, no qual a reciclagem de substrato é 
máxima, para um estado de alta atividade. Entretanto, a ve- 
locidade da reciclagem do substrato pode estar sob controle 
hormonal ou nervoso em condições nas quais o organismo 
prevê uma alta atividade (briga ou fuga). O envolvimento 
hormonal na regulação metabólica será visto nas Seções 
18.3E e 18.3F. 

Em alguns tecidos, ciclos de substrato funcionam para 
produzir calor. Por exemplo, muitos insetos necessitam de 
uma temperatura torácica de 30° C para poder voar. As 
mamangabas são capazes de voar em temperatura ambien- 
te de 10°C. A FBPase dos músculos de voo da mamangava 
tem uma atividade máxima semelhante à da PFK (dez ve- 
zes maior do que no exemplo do músculo mamífero). Além 
disso, diferentemente de todas as outras FBPases muscu- 
lares conhecidas, ela não é inibida por AMP. Isso permite 
que a FBPase e a PFK dos músculos de voo da mamanga- 
va sejam ativadas simultaneamente, de forma a gerar calor. 
Entretanto, uma vez que a velocidade máxima possível de 
reciclagem da FBP nos músculos de voo da mamangava gera 
apenas 10 a 15% do calor necessário, outros mecanismos ter- 
mogênicos também devem estar em operação. Apesar disso, 
a reciclagem da FBP é, provavelmente, significativa, porque 
as abelhas, que não têm atividade da FBPase em seus múscu- 
los de voo, não conseguem voar quando a temperatura am- 
biente é baixa, diferentemente das mamangavas. 

I. Reciclagem do substrato, termogênese e obesidade 
Muitos animais, incluindo os seres humanos adultos, geram 
parte do seu calor corporal, especialmente quando está frio, 
por meio da reciclagem do substrato nos músculos e no fíga- 
do, um processo conhecido como termogênese sem tremor 
(as contrações musculares no tremor ou qualquer outro mo- 
vimento também produzem calor; outro mecanismo de ter- 
mogênese não relacionado ao tremor está descrito na Seção 
22.3D). A reciclagem do substrato é estimulada por hormô- 
nios da tireoide (que estimula o metabolismo na maioria dos 
tecidos; Seção 19. 1D), como evidenciado, por exemplo, pela 
observação de que ratos que não possuem a glândula tireoide 
funcional não sobrevivem a 5°C. Os indivíduos cronicamen- 
te obesos tendem a ter índices metabólicos mais baixos que 
os normais, o que é, em parte, devido a um baixo índice na 
termogênese não relacionada ao tremor. Como consequên- 
cia, esses indivíduos tendem a ser sensíveis ao frio. De fato, 
enquanto indivíduos normais aumentam a velocidade de 
ativação do hormônio da tireoide quando expostos ao frio, 
os animais geneticamente obesos e os seres humanos obesos 
não conseguem fazê-lo. 
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j. A superexperessão de PFK não aumenta a velocidade da 
glicólise 

Sabe-se desde há muito tempo que a PFK é a enzima regu- 
ladora da glicólise. Por isso, seria de se esperar que o au- 
mento nos níveis de expressão da PFK em leveduras por 
meio de técnicas de engenharia genética levasse a um au- 
mento na velocidade da glicólise, independentemente da 
demanda por seus produtos. Foi amplamente demonstrado, 
entretanto, que isso não ocorre. Embora a PFK seja a prin- 
cipal enzima regulatória da glicólise, sua atividade catalíti- 
ca é controlada, in vivo, pelas concentrações dos efetores 
que refletem as necessidades dos blocos que utilizam esses 
produtos. 

A análise do controle metabólico, além de ajudar a re- 
conhecer que o controle pode ser compartilhado por várias 
enzimas de uma via, também alerta quanto à diferença entre 
controle e regulação. Embora a PFK tenha um papel rele- 
vante na regulação do fluxo pela glicólise, ela é controlada, 
in vivo, por fatores externos à via. Consequentemente, um 
aumento na concentração da PFK in vivo não aumentará o 
fluxo pela via, porque esses fatores de controle ajustam a ati- 
vidade catalítica da PFK somente para atender as necessida- 
des da célula. 

5 METABOLISMO DE OUTRAS HEXOSES 

Enquanto a glicose é o principal produto da digestão do ami- 
do e do glicogênio (Seção 11. 2D), três outras hexoses são 
também proeminentes produtos de digestão: a frutose, ob- 
tida a partir de frutas e da hidrólise da sacarose (açúcar de 
mesa), a galactose, obtida da hidrólise da lactose (açúcar do 
leite), e a manose, obtida a partir da digestão de polissacarí- 
deos e glicoproteínas. Após a digestão, esses monossacarí- 
deos entram na corrente sanguínea, que os transporta para 
vários tecidos. Os metabolismos da frutose, da galactose e da 
manose ocorrem pela conversão a intermediários glicolíticos ; 
a partir desse ponto elas são degradadas da mesma forma que 
a glicose. 

A. Frutose 

A frutose é uma fonte de combustível importante em dietas 
que contenham grandes quantidades de sacarose (um dissa- 
carídeo da frutose e da glicose; Fig. 11.13). Há duas vias para 
o metabolismo da frutose: uma ocorre no músculo e a outra 
no fígado. Essa dicotomia é resultante das diferentes enzimas 
presentes nesses tecidos. 

O metabolismo da frutose no músculo difere pouco do 
metabolismo da glicose. A hexocinase (Seção 17.2A), que 
converte a glicose que entra na célula muscular em G6P, 
também fosforila a frutose, produzindo a F6P (Fig. 17.35, à 
esquerda ) . Portanto, a entrada de frutose na glicólise envolve 
apenas uma etapa de reação. 

O fígado contém pouca hexocinase. Em vez dela, 
contém glicocinase, que fosforila apenas glicose (Seção 
17.2 A). O metabolismo da frutose no fígado deve, portan- 
to, ser diferente do metabolismo no músculo. Na verdade, 
o fígado converte a frutose em intermediários glicolíticos 


por meio de uma via que envolve sete enzimas (Fig. 17.35, 
à direita ): 

1. A Crutocinase catalisa a fosforilação da frutose pelo ATP 
no Cl para formar frutose-l-fosfato. Nem a hexocinase nem 
afosfofrutocirw.se podem fosforilar a frutose-1- fosfato no C6 
para formar o intermediário glicolítico frutose-1, 6-bifosf ato. 

2. A aldolase de Classe I (Seção 17.2Da) tem várias formas 
isoenzimáticas. O músculo contém a aldolase Tipo A, que 
é específica para a frutose-1, 6-bifosfato. O fígado, contudo, 
contém a aldolase Tipo B, que também utiliza frutose-1 -fos- 
fato como substrato (a aldolase Tipo B é também chamada 
de frutose-l-fosfato- aldolase). No fígado, a frutose-l-fosfato 
passa por uma clivagem aldólica (Seção 17.2D): 

Frutose-l-fosfato % v 

di-hidroxiacetona fosfato + gliceraldeído 

3. A fosforilação direta do gliceraldeído pelo ATP por 
meio da ação da gliceraldeído-cinase forma o intermediário 
glicolítico gliceraldeído-3 -fosfato. 

4-7. Alternativamente, o gliceraldeído é convertido no inter- 
mediário glicolítico di-hidroxiacetona-fosfato pela redução a 
glicerol, dependente de NADH e catalisada pela álcool-desi- 
drogenase (Reação 4), pela fosforilação a glicerol- 3 -fosfato, 
dependente de ATP, pela ação da glicerol-cinase (Reação 
5), e reoxidação pelo NAD a di-hidroxiacetona-fosfato, 
catalisada pela glicerol-fosfato-desidrogenase (Reação 6). 
A di-hidroxiacetona-fosfato é então convertida a GAP pela 
triose-fosfato-isomerase (Reação 7). 

Como essa série complicada de reações sugere, o fígado 
tem um enorme repertório de enzimas. Isso porque o fígado 
está envolvido na degradação de uma grande variedade de 
metabólitos. A eficiência no processamento dos metabólitos 
determina que muitas dessas substâncias sej am convertidas 
em intermediários glicolíticos. O fígado, na verdade, contém 
muitas das enzimas necessárias para fazê-lo. 

a. Excesso de frutose esgota o P, do fígado 
No passado, acreditava-se que a frutose tivesse vantagens so- 
bre a glicose para a alimentação parenteral. O fígado, porém, 
apresenta problemas metabólicos quando a concentração 
desse açúcar é muito alta (maior do que aquela que pode- 
ria ser atingida apenas pela ingestão de alimentos que con- 
tenham frutose). Quando a concentração de frutose é alta, 
a frutose-l-fosfato pode ser produzida mais rapidamente do 
que a aldolase Tipo B consegue clivá-la. A alimentação in- 
travenosa de grandes quantidades de frutose pode resultar 
em um acúmulo de frutose-l-fosfato suficiente para esgotar 
gravemente o estoque de P ( no fígado. Nessas condições, a 
[ATP] diminui, ativando a glicólise e a produção de lactato. 
A concentração de lactato no sangue e a consequente dimi- 
nuição do pH em determinadas condições podem alcançar 
níveis fatais. 

A intolerância à frutose, doença genética na qual a inges- 
tão de frutose causa o mesmo acúmulo de frutose-l-fosfato 
que a alimentação intravenosa, é resultante da deficiência da 
aldolase Tipo B. Essa condição parece ser autolimitante: os 
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FIGURA 17.35 Metabolismo da frutose. No músculo (à esquerda), a conversão de frutose no intermediário glicolítico F6P en- 
volve apenas uma enzima, a hexocinase. No fígado (d direita), sete enzimas participam da converssão de frutose em intermediários 
glicolíticos: (1) a frutocinase, (2) a frutose-l-fosfato-aldolase, (3) a gliceraldeído-cinase, (4) a álcool-desidrogenase, (5) a glicerol- 
-cinase, (6) a glicerol-fosfato-desidrogenase e (7) a triose-fosfato-isomerase. 


indivíduos com intolerância à frutose rapidamente desenvol- 
vem uma forte aversão para o gosto doce. 

B. Galactose 

A galactose corresponde à metade da lactose (o açúcar do 
leite), sendo um importante constituinte combustível dos 
laticínios. A galactose e a glicose são epímeros que diferem 
apenas na configuração do C4: 




As enzimas da glicólise são específicas; elas não reconhecem 
a configuração da galactose. Uma reação de epimerização 
deve, portanto, ocorrer antes da entrada da galactose na via 
glicolítica. Essa reação ocorre após a conversão de galac- 
tose no seu derivado uridina-difosfato. O papel dos UDP- 
açúcares e outros nucleotidil-açúcares será discutido em de- 
talhes nas Seções 18.2 e 23.3. A via completa de conversão da 
galactose em um intermediário glicolítico, que foi elucidada 
por Luis Leloir e é conhecida como via Leloir, envolve qua- 
tro reações (Fig. 17.36): 

1. A galactose é fosforilada no Cl pelo ATP na reação ca- 
talisada pela galactocinase. 

2. A galactose-l-fosfato-uridil-transferase transfere o gru- 
po uridilila da UDP-glicose para a galactose-l-fosfaío, pro- 
duzindo glicose- 1-fosfato (G1P) e UDP-galactose pela diva- 
gem reversível da ligação pirofosforil da UDP-glicose. 
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FIGURA 17.36 Metabolismo da galactose. Quatro enzimas participam da conversão da galactose ao intermediário giicolítico 
G6P: (1) galactocinase, (2) galactose-l-fosfato-uridil-transferase, (3) UDP-galactose-4-epÍmerase e (4) fosfoglicomutase. 


3. A UDP-gaIactose-4-epimerase converte a UDP-galactose 
em UDP-giicose. Essa enzima tem uma NAD r associada, su- 
gerindo que a reação envolve a oxidação e a redução, em se- 
quência, do átomo C4 da hexose: 




UDP-galactose 


UDP-Glicose 



NAD 


+ 


4. A G1P é convertida no intermediário giicolítico G6P 
pela ação da fosfoglicomutase (Seção 18. 1B). 


a. Galactosemia 

A galactosemia é uma doença genética caracterizada pela in- 
capacidade em converter a galactose em glicose. Os sintomas 
incluem deficiência de crescimento, deficiência intelectual e, 
em alguns casos, morte causada por dano hepático. A maioria 
dos casos de galactosemia envolve uma mutação na enzima 
que catalisa a Reação 2 da interconversão, a galactose- 1 -fos- 
fato- uridil-transferase. Essa é uma reação de duplo desloca- 
mento, em que a His da cadeia lateral da enzima ataca nu- 
cleofilicamente primeiro o grupo a-fosforil da UDP-glicose, 
deslocando a G1P e sintetizando o intermediário uridilil-His: 

UDP-glicose + E-Hisl66 

glicose-1 -fosfato + E-His-UMP 

A galactose-l-fosfato então desloca o grupo uridila da His da 
enzima para formar UDP-galactose: 

Galactose-l-fosfato + E-His-UMP ^ * 

UDP-galactose + E-His 

Um resíduo de Gin forma ligações de hidrogênio com os 
oxigénios do fosfato do grupo uridilila, estabilizando o inter- 
mediário uridilil-His. A mutação dessa Gin em Arg inativa 
a enzima. A formação da UDP-galactose a partir de galac- 
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FIGURA 17.37 Metabolismo da manose. Duas enzimas sao necessárias para converter manose no seu intermediário glicolítico 
F6P: (1) hexocinase e (2) fosfomanose-isomerase. 


tose -1 -fosfato é então evitada, ocasionando o acúmulo de 
metabólitos secundários tóxicos. Por exemplo, o aumento da 
concentração de galactose no sangue ocasiona um aumento 
da concentração de galactose no cristalino do olho, onde esse 
açúcar é reduzido a galactitol. 

CH,OH 

I 

H— C — OH 

I 

HO— C — H 
I 

HO— C— H 

H — C— OH 

I 

ch 2 oh 

Galactitol 

A presença desse açúcar alcoólico no cristalino causa a for- 
mação de catarata (opacidade do cristalino). 

A galactosemia é tratada com uma dieta sem galactose. 
Exceto pela deficiência intelectual, esse tratamento reverte 
todos os sintomas da doença. As unidades galactosil que são 
essenciais para a síntese de glicoproteínas (Seção 11. 3C) e 
glicolipídeos (Seção 12. 1D) podem ser sintetizadas a partir 


da glicose pela reação inversa da epimerase. Essas sínteses, 
portanto, não necessitam de galactose da dieta. 

C. Manose 

A manose, um composto comum nas glicoproteínas (Seção 
11.3C), e a glicose são epímeros no C2: 



Qt-D -manose 

A manose entra na via glicolítica depois da sua conversão em 
F6P, por uma via de duas reações (Fig. 17.37): 

L A hexocinase (Seção 17.2A) converte a manose em ma- 
nose-6-fosfato. 

2. A fosfomanose-isomerase, então, converte essa aldo- 
se na cetose F6P. O mecanismo da reação da fosfomanose- 
-isomerase se assemelha ao da fosfoglicose-isomerase (Seção 
17.2B); essa reação envolve um intermediário enediolato. 



RESUMO DO CAPÍTULO 


1 A via giicolítica A glicólise é a via metabólica pela qual a 
maioria das formas de vida degrada a glicose em duas moléculas de 
piruvato com a concomitante produção líquida de dois ATP. A rea- 
ção geral: 

Glicose + 2NAD f + 2ADP + 2P ; > 

2NADH + 2piruvato + 2 ATP + 2H 2 0 + 4H + 

ocorre em 10 reações catalisadas enzimaticamente. 

2 As reações da glicólise No estágio preparatório da glicólise, 
que compreende as primeiras cinco reações, a glicose reage com 
dois ATP, em um “investimento de energia”, para formar fruto- 
se-l,6-bifosfato, que é, a seguir, convertida em duas moléculas de 
glicer aldeído -3 -fosfato. No segundo estágio da glicólise, o estágio 
de “compensação”, que compreende as últimas cinco reações, o 
glicer aldeído-3 -fosfato reage com o NAD e o P ( para formar o 
composto de “alta energia” 1,3-bifosfoglicerato. Esse composto 
reage nas últimas quatro reações da via com dois ADP para formar 
piruvato e dois ATP por molécula. Os mecanismos das 10 enzimas 
glicolíticas foram elucidados por meio de medidas químicas e ciné- 


ticas, combinadas com estudos de estruturas obtidas por raios X. 
As enzimas glicolíticas apresentam estereoespecificidade nas rea- 
ções que catalisam. Em pelo menos duas cinases, a transferência 
do fosfato do substrato para a água é evitada por alterações con- 
formacionais, induzidas pelo substrato, que formam o sítio ativo e 
excluem a água. 

3 Fermentação: o destino anaeróbio do piruvato O NAD - con- 
sumido na formação do 1,3-BPG deve ser regenerado para que a 
glicólise prossiga. Na presença de 0 2 , o NAD é regenerado pela 
fosforilação oxidativa nas mitocôndrias. Em condições anaeróbias 
no músculo, o piruvato é reduzido pelo NADH, produzindo lacta- 
to e NAD" em uma reação catalisada pela lactato-desidrogenase. 
Em muitos músculos, especialmente durante atividades extenuan- 
tes, o processo de fermentação homoláctica é uma grande fonte de 
energia livre. Em leveduras anaeróbias, o NAD" é regenerado pela 
fermentação alcoólica em duas reações. Primeiro, o piruvato é des- 
carboxilado a acetaldeído pela piruvato -descarboxilase, uma enzima 
que necessita de tiamina-pirofosfato como cofator. O acetaldeído é, 
então, reduzido pelo NADH para formar etanol e NAD - em uma 
reação catalisada pela álcool-desidrogenase. 
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4 Controle e regulaçê o metabólicos Regulação metabólica é o 
processo pelo qual o fluxo de metabólitos através de uma via é man- 
tido em um estado estacionário. Controle metabólico é a força exer- 
cida sobre as enzimas da via em resposta a sinais externos, visando 
o aumento ou a diminuição do fluxo para mantê-lo, tanto quanto 
possível, em um estado estacionário. A homeostasia é a regulação 
desse estado estacionário. O fluxo metabólico deve ser controlado 
de forma a equibibrar o suprimento com a demanda e também para 
manter a homeostasia. É possível que mais de uma enzima seja li- 
mitante da velocidade da via metabólica. A análise do controle me- 
tabólico fornece um suporte para o estudo de sistemas metabólicos 
in vivo que compartilham o controle entre mais de uma enzima e 
descreve, quantitativamente, o controle de fluxo e a homeostasia. 
O coeficiente de controle de fluxo mede a sensibilidade do fluxo a 
mudanças na concentração da enzima. O coeficiente de elasticidade 
mede a sensibilidade da velocidade enzimática para mudanças na 
concentração do substrato. Ambos, suprimento e demanda, estão 
envolvidos no controle de fluxo e na homeostasia. A resposta da 
concentração dos intermediários no estado estacionário a mudan- 
ças nos blocos alimentador e consumidor depende inteiramente dos 
coeficientes de elasticidade dos dois blocos no estado estacionário. 
Quando o coeficiente de elasticidade do suprimento é maior do que 
o coeficiente de elasticidade da demanda, o controle de fluxo fica na 
porção da demanda da via, e vice-versa. O controle da homeostasia 
depende de grandes coeficientes de elasticidade, enquanto o contro- 
le de fluxo necessita de baixos coeficientes de elasticidade e um alto 
coeficiente de controle de fluxo. Se o bloco consumidor controla o 
fluxo, a função do bloco alimentador é o controle da homeostasia. 
A inibição por retroalimentação determina a faixa de concentração 
na qual os intermediários ficam no estado estacionário. A inibição 


por retroalimentação também mantém a homeostasia com concen- 
trações dos metabólitos em níveis fisiológicos, algumas vezes longe 
das suas concentrações de equilíbrio. 

O fluxo pela reação que está perto do equilíbrio é muito sensí- 
vel a mudanças na concentração do substrato. Dessa forma, o fluxo 
do estado estacionário ao longo da via metabólica pode somente ser 
regulado pela reação de não equilíbrio. Reações de não equilíbrio 
são controladas por interações alostéricas, ciclos do substrato, mo- 
dificações covalentes e mecanismos de controle genético (longo pra- 
zo). Na glicóhse, no músculo, a fosfofrutocinase (PFK) catalisa uma 
das etapas geradoras de fluxo. Apesar da PFK ser inibida por altas 
concentrações de um de seus substratos, o ATP, uma variação de 
10% na [ATPJ acima da faixa de atividade metabólica é insuficiente 
para influenciar a atividade da PFK de forma a causar o aumento 
observado de 100 vezes do fluxo glicolítico. A [ AMP] apresenta uma 
variação de quatro vezes como resposta a uma variação de 10% na 
[ATPJ, devido à ação da adenilato-cinase. Apesar do AMP liberar a 
inibição da PFK pelo ATP, sua variação de concentração é também 
insuficiente para ser responsável pela variação no fluxo glicolítico 
observada. Entretanto, o produto da reação da PFK, a frutose-1,6- 
-bifosfato, é hidrolisado a F6P pela FBPase, que é inibida por AMP. 
O ciclo do substrato catalisado por essas duas enzimas confere ao 
fluxo glicolítico, pelo menos a princípio, a sensibilidade necessária 
a variações na [AMPJ. A reciclagem de substrato é uma importante 
fonte de termogênese sem tremor. 

5 F^etaboülsmo de outras hexoses A digestão de carboidratos 
produz glicose como produto principal. Outros produtos importan- 
tes são a frutose, a galactose e a manose. Esses monossacarídeos 
são metabolizados por meio da sua conversão em intermediários 
glicolíticos. 
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PROBLEMAS 


1. Escreva as reações da via glicolítica a partir de glicose até 
lactato, usando as fórmulas estruturais de todos os intermediários. 
Aprenda os nomes desses intermediários e as enzimas que catalisam 
as reações. 

2. O AG°' para a reação da aldolase é +22,8 kJ • mol . Na célu- 
la, a 37°C, [DHAP]/[GAP] = 5,5. Calcule a razão de equilíbrio da 
[FBP]/[GAP] quando [GAP] é (a) 2 X 10' 5 M e (b) 10' J M. 

3 . A dependência de pH da velocidade da reação da triose-fosfa- 
to-isomerase (TIM) tem um pJÍ característico de 6,5 e 9,5. A His 95, 
um resíduo catalítico essencial, apresenta p K de 4,5. Por que a curva 
de pH não indica a existência desse p K? 

4 . O arsenato (As O. ), um análogo estrutural do fosfato, pode atu- 
ar como um substrato para qualquer reação na qual o fosfato seja subs- 
trato. Os ésteres de arsenato, diferentemente dos ésteres de fosfato, são 
cinetic amente, assim com te rmodinamicame nte , instáveis e hidrolisam 
quase que instantaneamente. Escreva uma equação balanceada para a 
conversão da glicose em piruvato na presença de ATP, ADP, NAD ~ e 
(a) fosfato ou (b) arsenato. (c) Por que o arsenato é um veneno? 

5 . Quando a glicose é degradada anaerob iam ente na glicólise não 
ocorre oxidação ou redução total do substrato. A reação de fermenta- 
ção está, então, balanceada. A energia livre necessária para a forma- 
ção de ATP é obtida a partir de reações de transferência de elétrons. 
Qual intermediário metabólico é o doador de elétrons e qual interme- 
diário é o aceptor de elétrons quando a glicose é degradada pela fer- 
mentação glicolítica balanceada: (a) em músculo e (b) em levedura? 

6. Em qual átomo de carbono do piruvato seria encontrada radio- 
atividade se a glicose metabolizada pela via glicolítica fosse marcada 
com ’ Cno: (a) Cl e (b) C4? (Observe: suponha que a triose-fosfato- 
-isomerase sej a capaz de equilibrar a di-hidroxiacetona-fosfato e o 
gliceraldeído-3-fosfato.) 

* 7. A seguinte reação é catalisada por uma enzima muito seme- 
lhante a aldolases de Classe I: 
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Escreva um mecanismo plausível para essa reaçao usando setas cur- 
vas para indicar o fluxo de elétrons. 


8. As semirreaçoes envolvidas na reaçao da LDH e seus poten 
ciais de redução padrão são: 

Piruvato + 2H + 2e > lactato — -0,185 V 


NAD + + 2H + + 2e 


+ 


+ NADH + H % 0 ' = -0,315 V 


Calcule o AG para a reação nas seguintes condições: 

(a) [lactato] /[piruvato] = 1; [NAD 1 '] /[NADH] = 1 

(b) [lactato] /[piruvato] = 160; [NAD + ]/[NADH] = 160 

(c) [lactato] /[piruv ato] = 1.000; [NAD + ]/[NADH] = 1.000 

(d) Em que condições a reação favorecerá espontaneamente a oxi- 
dação do NADH? 

(e) Para que a variação de energia livre da reação catalisada pela 
gliceraldeído-3-fosfato-desidrogenase favoreça a glicólise, a relação 
[NAD ]/[NADH] deve ser mantida próxima de 10 . Em condições 
anaeróbias, a lactato -desidrogenase desempenha essa função no 
músculo de mamíferos. Quão alta pode ser a relação [lactato] /[pi- 
ruvato] antes que a reação catalisada pela LDH cesse de funcionar 
no sentido da formação de NAD + e, ao mesmo tempo, mantenha a 
relação [NAD”]/[NADH] constante? 

*9, Apesar de não ser o ponto de controle de fluxo primário da 
glicólise, a piruv ato -cinase está sujeita a regulação alostérica. (a) 
Qual é a importância metabólica da regulação de fluxo pela reação 
da piruvato-cinase? (b) Qual é a vantagem da ativação da piruvato 
cinase com a frutose-l,6-bifosfato? 

*10. Com base no envolvimento da tiamina-pirofosfatase (TPP) na 
reação da piruvato-descarboxilase, qual das seguintes reações, se é 
que alguma delas, pode utilizar a TPP como um cofator? 
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Escreva os mecanismos hipotéticos para cada reação, demonstrando 
onde a TPP está envolvida ou por que ela é necessária. 

11 . A via glicolítica de degradação da glicose é quase universal. 
Algumas bactérias, entretanto, utilizam uma rota alternativa, de- 
nominada de via Entner-Doudoroff (Fig. 17.38). Assim como na 
via glicolítica em leveduras, o produto final é o etanol. (a) Escreva 
as equações balanceadas para a conversão de glicose em etanol e 
C0 2 pela via Entner-Doudoroff e pela fermentação alcoólica em 
leveduras, (b) Infira, a partir da estequiometria, por que a via gli- 
colítica, e não a via Entner-Doudoroff, é quase universal. 

*12. A hidrólise do ATP a ADP na célula resulta na concomitante 
variação na [AMP], mediada pela adenilato-cinase. (a) Presumindo 
que [ATP] W [AMP] e que a concentração total de nucleotídeos 
da adenina na célula, A T = [AMP] + [ADP] + [ATP], é constante, 
derive uma expressão para [AMP] em termos de [ATP] e A r (b) 
Presumindo uma relação inicial [ATP]/[ADP] de lü e A T ~ 5 mM, 
calcule a relação do valor final pelo valor inicial da [AMP] após uma 
diminuição de 10% na [ATP]. 
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FIGURA 17.38 Via Entner-Doudoraff para a degradação da glicose 



CAPÍTULO 18 


Metabolismo do 
Glicogênio 


1 Degradação do glicogênio 

A. Giicogênio-fosforilase 

B. Fosfoglicomutase 

C. Enzima des ramifica d ora de glicogênio 

D. Termodinâmica do metabolismo do glicogênio: a 
necessidade de vias de síntese e de degradação separadas 

2 Síntese do glicogênio 

A. UDP-gíicose-pirofosforilase 

B. Glicogênio-sintase 

C. Enzima ramificadora do glicogênio 

3 Controle do metabolismo do glicogênio 

A. Controle aiostérico direto da giicogênio-fosforilase e da 
glicogênio-sintase 

B. Modificação covalente de enzimas por cascatas cíclicas: 
amplificação do '‘sinal" efetor 

C. Cascata bicíclica da giicogênio-fosforilase 

D. Cascata bicíclica da glicogênio-sintase 

E. Integração dos mecanismos de controle do metabolismo 
do glicogênio 

F. Manutenção dos níveis de glicose sanguínea 

G. Resposta ao estresse 

4 Doenças de armazenamento do glicogênio 

Tudo deve ser feito tão simples quanto possível, mas não sim- 
ploriamente. 

Albert Einstein 

A glicose, uma fonte importante de energia metabólica, é de- 
gradada pela glicólise para produzir ATT (Capítulo 17). Os or- 
ganismos superiores se protegem da potencial falta de energia 
pela polimerização da glicose em excesso para armazenamen- 
to na forma de glicanos de alta massa molecular (polissacarí- 
deos da glicose), que podem ser facilmente mobilizados nos 
momentos de necessidade metabólica. Nas plantas, a substân- 
cia de armazenamento de glicose é o amido, uma mistura de 
glicanos de a-amilose unidos por ligação a(l — > 4) (Fig. 11.18), 
e amilopectina, a qual difere da a-amilose pela presença de 
ramificações a(l — >6) a cada 24 a 30 resíduos (Fig. 11.19). Nos 
animais, o glicano armazenado é o glicogênio (Fig. 18.1), que 
difere da amilopectina apenas pelo fato de que suas ramifica- 
ções ocorrem a cada 8 a 14 resíduos. O glicogênio ocorre em 
grânulos citoplasmáticos de 100 a 400 A de diâmetro (Figs. 
11.20 e 18.1c), contendo até 120 mil unidades de glicose cada 
um. Eles são especialmente importantes nas células que fazem 
uso máximo de glicogênio, nas células musculares (no máxi- 
mo 1-2% de glicogênio em peso) e nas células hepáticas (no 
máximo 10% de glicogênio em peso, correspondendo a um 
suprimento de aproximadamente 12 horas de energia para o 


organismo) . Os grânulos de glicogênio também contêm as en- 
zimas que catalisam a síntese e a degradação do glicogênio, 
bem como algumas enzimas que regulam esse processo. 

Como será visto neste capítulo, as unidades de glicose do 
glicogênio são mobilizadas pela remoção sequencial dessas 
unidades a partir da extremidade não redutora da cadeia do 
glicano (a extremidade sem grupo OH em Cl). A estrutura 
altamente ramificada do glicogênio, consequentemente, é de 
significãncia fisiológica. Ela permite a rápida degradação do 
glicogênio por meio da liberação de unidades de glicose da 
extremidade de cada ramificação. 

Qual seria a razão pela qual o organismo faria um esfor- 
ço metabólico dessa ordem para usar glicogênio como fon- 
te de energia, quando as gorduras, que são muitíssimo mais 
abundantes no organismo, aparentemente servem para o 
mesmo propósito? Três são as respostas. 

1. Os músculos não podem mobilizar as gorduras tão rapi- 
damente quanto o fazem com o glicogênio. 

2. Os resíduos de ácidos graxos das gorduras não podem 
ser metabolizados anaerobiamente (Seção 25.2). 

3. Os animais não podem converter ácidos graxos em gli- 
cose (Seção 23.1); desse modo, o metabolismo das gorduras 
não pode, sozinho, manter adequadamente os níveis de glico- 
se no sangue (Seção 18.3F). 

Assim como todos os processos metabólicos, o metabo- 
lismo do glicogênio pode ser compreendido em vários níveis. 
Esse processo será examinado de modo a entender as etapas 
termodinâmicas e o mecanismo de reação de cada etapa, mas 
será dada ênfase aos mecanismos pelos quais as velocidades 
de síntese e de degradação de glicogênio são controladas. As 
considerações sobre os mecanismos de controle metabólico 
iniciam na Seção 17.4, que discute o papel das interações aios- 
téricas e dos ciclos de substrato na regulação da glicólise. Os 
sistemas mais complexos do controle do metabolismo do gli- 
cogênio servem de exemplo para vários processos de controle 
adicionais: modificações covalentes de enzimas e cascatas de 
enzimas. Além disso, considera-se o metabolismo do glicogê- 
nio como um modelo para explicar o papel dos hormônios no 
processo de regulação como um todo. O capítulo é finalizado 
com uma discussão sobre as consequências de defeitos genéti- 
cos em várias das enzimas do metabolismo do glicogênio. 

1 DEGRADAÇÃO DO GLICOGÊNIO 

O fígado e o músculo são os dois principais tecidos de ar- 
mazenamento de glicogênio. No músculo, a necessidade de 
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ATP leva à conversão de glicogênio em glicose -6-fosf ato 
(G6P) para entrar na glicólise. No fígado, baixas concen- 
trações de glicose sanguínea provocam a degradação de 
G6P, a qual, neste caso, é hidrolisada a glicose e liberada 
na corrente sanguínea para reverter essa situação de baixa 
glicemia. 

A degradação de glicogênio requer a ação de três enzimas: 

1. A glicogênio-fosforilase (ou simplesmente fosforilase 

catalisa a fosforólise do glicogênio (clivagem da ligação pela 
substituição por um grupo fosfato) para produzir gÜcose-1- 
-fosfato (G1P). 

Glicogênio + P, glicogênio + G1P 

(n resíduos) (n - 1 resíduos) 

Essa enzima libera unidades de glicose que estejam a pelo 
menos cinco unidades de um ponto de ramificação. 

2. A enzima desramificadora de glicogênio remove as ra- 
mificações do glicogênio, permitindo, assim, que a reação de 
fosforólise do glicogênio seja completa. Ela também hidrolisa 
unidades glicosídicas com ligações a(l — > 6), produzindo gli- 
cose. Consequentemente, ~92% dos resíduos de glicose do 
glicogênio são convertidos em G1P. Os restantes ~ 8%, aque- 
les nos pontos de ramificação, são convertidos em glicose. 

3. A fosfoglicomutase converte G1P em G6P, que, como 
visto anteriormente (Seção 17.2A), também é formada na 
primeira etapa da glicólise pela ação tanto da hexocinase 
como da glicocinase. A G6P pode continuar pela via glico- 
lítica (como ocorre no músculo) ou ser hidrolisada a glicose 
(como ocorre no fígado). 


FIGURA 18.1 Estrutura do glicogênio. (a) Fórmula molecu- 
lar. Na molécula real, as cadeias são muito mais longas do que 
o que está mostrado, (b) Diagrama esquemático que ilustra a 
estrutura ramificada do glicogênio. Os pontos de ramificação 
na molécula real são separados por 8 a 14 unidades glicosídicas. 
Observe que a molécula, qualquer que seja o seu tamanho, tem 
apenas uma extremidade redutora, (c) Micro gr afia eletrônica 
de um grânulo de glicogênio do músculo esquelético de rato. 
Cada grânulo (a) consiste em várias moléculas esféricas de gli- 
cogênio (p) associadas com proteínas. (Segundo Calder, P.C., 
Int. J. Biochem. 23, 1339 [1991].) Direitos autorais de Elsevier 
Science. Reproduzida com permissão.) 


As estruturas e os mecanismos de ação dessas três enzimas 
serão discutidos nesta seção. 

A. Glicogênio-fosforilase 

A glicogênio-fosforilase é um dímero de subunidades idên- 
ticas de 842 resíduos (97 kDa) que catalisa a etapa que con- 
trola a degradação do glicogênio. Ela é regulada tanto por 
interações alostéricas como por modificações covalentes, A 
enzima que catalisa os processos de modificação/desmodifi- 
cação produz duas formas de fosforilase: a fosforilase a, que 
tem, em cada subunidade, um grupo fosforil esterificado na 
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Ser 14, e afosforilase b , que não tem esses grupos fosforil. Os 
inibidores alostéricos da fosforilase, A TP, G6P e glicose, e os 
seus ativadores alostéricos, AMP ( para citar apenas os efeto- 
res mais proeminentes da enzima), interagem diferentemente 
com as enzimas fosforilada e desfosforilada, resultando em 
um processo de regulação extremamente sensível. Esse pro- 
cesso de regulação será estudado na Seção 18.3C. 

a. Domínios estruturais e sítios de ligação 

As estruturas por raios X de alta resolução da fosforilase a e 
da fosforilase b foram determinadas por Robert Fletterick e 
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HGURA 18.2 Estrutura por raios X da glicogênio-fosforilase a 
de músculo de coelho. A enzima homodimérica está representa- 
da na forma de fita e visualizada ao longo do seu eixo de simetria 
de ordem 2. Cada subunidade consiste em um domínio N-termi- 
nal, que é subdividido em um subdomínio interfacial (resíduos 1 a 
315) e um subdomínio ligante de glicogênio (resíduos 316 a 484), 
e um domínio C-terminal (resíduos 485 a 842). Os vários ligantes 
da enzima estão representados na forma de bastões coloridos de 
acordo com o tipo com o N em azul, O em vermelho, P em cor de 
laranja e átomos de C como indicado. O sítio ativo está marcado 
por uma molécula de glicose ligada (C em amarelo). Piridoxal 
fosfato (PLP) está covalentemente ligado a cadeia lateral de Lys 
678 no domínio C-terminal (C em magenta). Além disso, a enzi- 
ma liga seu efetor alostérico AMP (C em ciano) e maltoeptose (C 
em verde), um heptâmero de glicose ligado por ligação a(l — >4), 
a qual está ligada na Ser 14-P do sítio de armazenamento de gli- 
cogênio da enzima, o grupamento fosforil no resíduo Ser 14, está 
representado na forma de volume atômico. (Estrutura por raios X 
cortesia de Stephen Sprang, University of Texas Southwest Medi- 
cai Center, EUA.) jfo Ver Exercício de cineimagem 14.1 


Louise Johnson, respectivamente. A estrutura da fosforilase 
b, apesar da falta do fosfato ligado a Ser, é muito semelhan- 
te à da fosforilase a (Fig. 18.2). Ambas estruturas têm dois 
domínios, um domínio N-terminal (resíduos 1-484; um dos 
maiores domínios conhecidos) e um domínio C-terminal (re- 
síduos 485-842). O domínio N-terminal é subdividido em um 
subdomínio de interface (resíduos 1-315), que inclui o sítio 
de modificação co valente (Ser 14), o sítio do efetor alosté- 
rico e todos os contatos entre as subunidades do dímero e 
o subdomínio de ligação ao glicogênio (resíduos 316-484), 
que contém “o sítio de armazenamento do glicogênio” (ver 
a seguir). O sítio catalítico está localizado no centro da subu- 
nidade, onde esses dois subdomínios juntam-se ao domínio 
C-terminal. Na Seção 18.3, são discutidos o comportamento 
alostérico da glicogênio-fosforilase e as diferenças conforma- 
cionais entre as fosforilases a e b. 

O glicogênio forma uma hélice voltada à esquerda com 
6,5 resíduos de glicose por volta, de forma semelhante à 
a-amilose (Fig. 11.186). Uma fenda de ~ 30 À de compri- 
mento na superfície do monômero da fosforilase, que tem 
o mesmo raio de curvatura do glicogênio, conecta o sítio de 
armazenamento do glicogênio (que liga o glicogênio ) ao sítio 
ativo (que fosforila o glicogênio). Uma vez que essa fenda 
pode acomodar quatro ou cinco resíduos de açúcar de uma 
cadeia, mas é muito estreita para acomodar oligossacarídeos 
ramificados, ela fornece uma explicação física clara para a 
incapacidade da fosforilase em clivar resíduos glicosídicos 
que estejam a uma distância menor que cinco unidades de um 
ponto de ramificação. Supõe-se que o sítio de armazenamen- 
to de glicogênio aumenta a eficiência catalítica da fosforilase 
por permitir que ela fosforile muitos resíduos de glicose na 
mesma partícula de glicogênio sem ter de dissociá-lo e reas- 
sociá-lo completamente entre os ciclos de catálise. 

b. 0 piridoxal-fosfato é um cofator essencial da fosforilase 
Fosforilase contém piridoxal-5' -fosfato (PLP) 



Piridoxal-5 '-fosfato (PLP) 
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que é necessário para sua atividade. Esse derivado da vitami- 
na B6 está ligado co valentemente à Lys 679 da fosforilase por 
meio de uma base de Schiff . O PLP liga-se de forma seme- 
lhante a várias enzimas envolvidas no metabolismo dos ami- 
no ácidos, no qual é um cofator essencial nas reações de tran- 
saminação (Seção 26.1Aa). O mecanismo de participação do 
PLP na reação da fosforilase deve divergir do mecanismo que 
ocorre em outras enzimas, porque, por exemplo, a redução 


FJGURA 18.3 Mecanismo de reação da glicogêmo-fosforilase. 

Aqui, PL é uma enzima ligante de grupo piridoxil e BH é uma 
cadeia lateral de um aminoãcido carregado positivamente, 
provavelmente da Lys 568, necessária para a manutenção da 
neutralidade elétrica do PLP. (1) Formação de um complexo 
ternário E • P, • glicogênio. (2) Formação do íon intermediário 
oxônio blindado a partir de um resíduo glicosil terminal com 
ligação a, envolvendo a catálise ácida de P ( facilitada pela trans- 
ferência de prótons do PLP. O íon oxônio apresenta a confor- 
mação de meia-cadeira. (3) Reação de P ( com o íon oxônio com 
retenção geral da configuração em torno de Cl para formar 
a-D-glicose-1 -fosfato. O glicogênio, com um resíduo a menos 
do que no início da reação, volta para a Etapa 1. 


ligação a 
ao fosfato 


CH 2 OH 



da base de Schiff com NaBH 4 (— HC = N- - H 2 C-NH-) 


não tem efeito na atividade da fosforilase, enquanto esse rea- 
gente inativa enzimas do metabolismo dos aminoácidos que 
necessitam de PLP. Esse é um exemplo intrigante do oportu- 
nismo da natureza em utilizar o mesmo cofator para executar 
químicas diferentes. 

Amplos estudos com fosforilase usando análogos de PLP 
em que várias partes da molécula foram removidas ou mo- 
dificadas indicam que apenas o grupo fosfato participa no 
processo catalítico. De fato, as estruturas por raios X da fos- 
forilase revelam que apenas o grupo fosfato do PLP está pró- 
ximo do sítio ativo da enzima. É altamente provável que esse 
grupo fosforil funcione como um catalisador acidobásico. 

c. Cinética e mecanismo de reação 

A reação da fosforilase resulta na clivagem da ligação 
Cl -Ol de uma unidade glicosídica terminal não reduto- 
ra do glicogênio, produzindo G1P. Essa reação prossegue 
com a retenção da configuração, sugerindo que a fosforóli- 
se ocorre via um mecanismo de duplo deslocamento (duas 
substituições nucleofílicas em sequência, ocorrendo inversão 
da configuração em cada uma delas; Fig. 16.6c) envolvendo 
um intermediário glicosil-enzima co valente. A fosforólise 
apresenta uma cinética de equilíbrio rápido aleatório Bi Bi 
(Seção 14.5) e não uma cinética Pingue-pongue, como seria 
o esperado no caso de mecanismo de duplo deslocamento. 
Além disso, todas as tentativas de provar a existência do su- 
posto intermediário covalente não tiveram sucesso. 

Um mecanismo alternativo (Fig. 18.3), que é compatível 
com os dados estruturais, químicos e cinéticos disponíveis, 
começa com a formação de um complexo ternário enzima • 
P; • glicogênio, seguido pela produção de um íon oxônio in- 
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termediário blindado, semelhante ao estado de transição na 
reação da lisozima (que também envolve clivagem de uma 
ligação glicosídiea no polissacarídeo; Seção 15.2B). A cliva- 
gem da ligação, com a consequente formação do íon oxônio, 
é auxiliada pela protonação do oxigênio glicosídico pelo subs- 
trato P j ( catálise ácida ) . A fosforilase não tem nenhum grupo 
nucleofílico ou carboxilato proteico nas vizinhanças da liga- 
ção glicosídiea suscetível e, assim, não poderia formar um 
intermediário covalente como o que ocorre com a lisozima. 
Entretanto, uma vez que o grupo fosforil do PLP está dentro 
dos limites da distância de ligação de hidrogênio do P ( , pa- 
rece que a clivagem da ligação é facilitada pela protonação 
simultânea do P ( reativo pelo grupo fosforil da PLP em um 
tipo de substituição de prótons. O íon oxônio resultante (Fig. 
18.3) é estabilizado por meio da formação de um par iônico 
com o P, aniônico (catálise eletrostática), que subsequente- 
mente colapsa para gerar o produto, G1P, em uma etapa da 
reação que é facilitado pela remoção de um próton do P ; pelo 
grupo fosforil do PLP (catálise básica). 

O mecanismo do íon oxônio é apoiado pela observação 
de que a 1,5-gliconoIactona 



é um potente inibidor da fosforilase. A 1,5-gliconolactona 
tem a mesma conformação de meia-cadeira do íon oxônio 
proposto, sugerindo que ela seja um análogo do estado de 
transição, mimetizando o íon oxônio no sítio ativo da fosfo- 
rilase (Seção 15.1F). 

B. Fosfogiícomutase 

A fosforilase converte as unidades de glicose do glicogênio 
em G1P, que, por sua vez, é convertida pela fosfoglicomutase 
a G6P para entrar na glicólise no músculo ou para ser hidro- 


lisada a glicose no fígado. A estrutura por raios X da fos- 
foglicomutase de músculo de coelho indica que o sítio ativo 
desta enzima monomérica, de 561 resíduos, está basicamente 
escondido no fundo de uma fenda bem profunda na proteína. 
A reação da fosfoglicomutase é semelhante à reação catali- 
sada pela fosfoglicerato-mutase (Seção 17.2Ha). Um grupo 
fosforila é transferido da fosfoenzima ativa para a G6P, for- 
mando glicose-l,6-bifosfato (G1,6P), que então refosforila 
a enzima para produzir GIF (Fig. 18.4). Uma diferença im- 
portante entre essa enzima e a fosfoglicerato-mutase é que 
o grupo fosforil na fosfoglicomutase está ligado covalente- 
mente a um grupo hidroxila da Ser em vez de ao nitrogênio 
imidazólico da His. 

A G1,6P ocasionalmente se dissocia da fosfoglicomutase, 
resultando na inativação dessa enzima. Portanto, a presença 
de pequenas quantidades de G1 ,6P é necessária para manter 
a fosfoglicomutase plenamente ativa. Esse intermediário é 
provido pela fosfoglicocinase, que catalisa a fosforilação do 
grupo OH do C6 da G1P pelo ATP. 

C. Enzima desramifícadora do glicogênio 

A enzima desramifícadora do glicogênio, um monômero de 
1540 resíduos, atua como uma transglicosilase a(l — » 4) (gli- 
cosil-transferase) pela transferência de uma unidade trissaca- 
rídica ligada por uma ligação a(l -» 4) de um “ramo limite” 
de um glicogênio para uma extremidade não redutora de um 
outro ramo (Fig. 18.5). Essa reação forma uma nova ligação 
a(l — > 6) com três unidades adicionais disponíveis para a fos- 
forólise catalisada pela fosforilase. A ligação a(l — » 6), que 
liga o resíduo glicosil remanescente no ramo com a cadeia 
principal, é hidrolisada (não fosforilada) pela mesma enzi- 
ma desramifícadora, gerando glicose e glicogênio desrami- 
ficado. Portanto, a enzima desramifícadora tem diferentes 
sítios ativos para a reação de transferência e para a reação da 
ol(1 —> 6)-glicosidase. A presença de duas atividades catalíti- 
cas independentes na mesma enzima melhora, sem dúvida, a 
eficiência do processo de desramificação. 
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HGURE 18.4 Mecanismo de ação da fosfoglicomutase. (1) O grupo OH no Cl da G6P ataca a fosfoenzima para formar o inter- 
mediário desfosfoenzima-Gl,6P. (2) O grupo OH da Ser na desfosfoenzima ataca o grupo fosfato no C6 para regenerar a fosfoenzi- 
ma, formando G1P. 
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Enzima desramificadora 
do glicogênio 



fosforólise adicional 

FIGURA 18.5 Reações catalisadas pela enzima desramificadora. A enzima transfere os três resíduos terminais de glicose ligados 
por ligação a(l — > 4) de uma “dextrina limite” do glicogênio para a extremidade não redutora de uma outra cadeia. A ligação a(l 
— > 6) do resíduo remanescente no ponto de ramificação é hidrolisada pela ação da enzima desramificadora para produzir glicose 
livre. A cadeia recém-alongada é substrato para degradação pela glicogênio-fosforilase. 


A velocidade máxima da reação da glicogênio-fosfori- 
lase é muito maior do que a da reação desramificadora do 
glicogênio. Consequentemente, os ramos mais externos do 
glicogênio, que abrangem quase a metade dos resíduos de 
glicose, são degradados no músculo em poucos segundos em 
situações de alta demanda metabólica. A degradação do gli- 
cogênio além desse ponto necessita de desramificação, por 
esta razão ocorre mais vagarosamente. Isso, em parte, é res- 
ponsável pelo fato de o músculo conseguir manter esforço 
máximo por apenas alguns segundos. 

D. Termodinâmica do metabolismo do glicogênio: a 
necessidade de vias de síntese e de degradação 
separadas 

O AG°' (AG sob condições bioquímicas padrão) para a 
reação da fosforilase é + 3,1 kJ ■ mol 1 , portanto, como 
indica a equação (3.15), essa reação está em equilíbrio (AG 
= 0) a 25°C, quando [PJ/[G1P] = 3,5. Na célula, entretan- 
to, essa relação de concentração varia entre 30 e 100, que 
coloca o AG na faixa de -5 a — 8 kJ • mol -1 , isto é, sob 
condições fisiológicas , a degradação do glicogênio é exer- 
gônica. A síntese do glicogênio, sob condições fisiológicas, 


a partir de G1P é desfavorável sem a entrada de energia 
livre. Consequentemente, a biossíntese e a degradação de 
glicogênio devem ocorrer por vias separadas. Então, há 
uma estratégia metabólica recorrente: vias biossintéticas e 
de gradativas do metabolismo são quase sempre diferentes 
(Seção 16.1). Existem duas importantes razões para isso. 
A primeira, como visto anteriormente, é que as duas vias 
podem ser necessárias em concentrações metabólicas se- 
melhantes in vivo. Essa situação é termodinamicamente 
impossível se uma via for apenas o inverso da outra. A se- 
gunda razão é igualmente importante: reações catalisadas 
por enzimas diferentes podem ser reguladas independen- 
temente, o que permite um controle de fluxo muito fino. 
Esse princípio de operação foi visto na conversão glico- 
lítica da frutose-6-fosfato (F6P) em frutose-l,6-bifosfato 
(F1,6P) pela fosfofrutocinase (PFK; Seção 17. 4F). O pro- 
cesso inverso, nesse caso (hidrólise da F1,6P), é catalisado 
pela frutose-bifosfatase (FBPase). O controle independen- 
te dessas duas enzimas fornece uma regulação precisa do 
fluxo glicolítico. 

O metabolismo do glicogênio, como a glicólise, é regu- 
lado perfeitamente por controles independentes de suas vias 
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sintéticas e degradativas. Na próxima seção, será examinada 
a via de síntese de glicogênio e, na Seção 18.3, será explorada 
o processo regulatório. 


2 SÍNTESE DE GLICOGÊNIO 

Apesar de o argumento termodinâmico apresentado na 
Seção 18. 1D demonstrar que a síntese e a degradação do gli- 
cogênio devem ocorrer por vias separadas, não foi esse argu- 
mento termodinâmico que permitiu a aceitação geral dessa 
ideia. Foi, em vez disso, a elucidação da causa da doença de 
McArdle, uma rara doença hereditária de armazenamento 
de glicogênio que resulta em dolorida cãibra muscular duran- 
te o exercício extenuante (Seção 18.4). O tecido muscular de 
indivíduos com doença de McArdle não apresenta atividade 
de glicogênio-fosforilase e é, portanto, incapaz de degradar 
glicogênio. Os seus músculos, contudo, contêm quantidades 
relativamente altas de glicogênio normal. Claramente, de- 
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FIGURA 18.6 Reação catalisada pela U DP -glicose- piro fosfo- 
rilase. A reação é uma troca fosfoanidrídica em que o oxigênio 
fosforil da G IP ataca o átomo fosfórico a do UTP para formar 
UDPG e liberar PP.. O PP, é rapidamente hidrolisado pela pi- 
rofosfatase inorgânica. 


vem existir vias separadas para a síntese e para a degradação 
de glicogênio. 

Uma vez que a conversão direta de G1P em glicogênio 
e P; é termodinamicamente desfavorável (AG positivo), em 
todas as concentrações fisiológicas de P ; , a biossíntese de gli- 
cogênio requer um passo exergônico adicional. Como desco- 
berto por Luis Leloir em 1957, esse passo é obtido pela com- 
binação de G1P com uridina-trifosfato (UTP) para formar 
uridina-difosfato-glicose (UDP-glicose ou UDPG): 



Ur idina- dif o sf ato-gl ic o se 
(UDPG) 

A condição de “alta energia” da UDPG permite-lhe 
doar espontaneamente unidades glicosídicas para a cadeia 
de glicogênio em crescimento. 

As enzimas que catalisam os três passos da via de síntese 
do gÜcogênio são a UDP-glieose-pirofosforilase, a glicogê- 
nio-sintase e a enzima ramificadora do glicogênio. Nesta se- 
ção, serão examinadas as reações catalisadas por essas enzi- 
mas. A discussão de como essas enzimas são controladas está 
guardada para a Seção 18.3. 

A. UDP-glicose-pirofosforílase 

A UDP-glicose-pirofosforilase catalisa a reação da UTP e 
da G1P (Fig. 18.6). Nessa reação, o oxigênio do grupo fosfo- 
ril da G1P ataca o átomo de fósforo a do UTP para formar 
UDPG e liberar PP,. O AG°' dessa troca de fosfoanidrido é, 
como esperado, praticamente zero. Entretanto, o PP, forma- 
do é hidrolisado em uma reação exergônica pela enzima oni- 
presente pirofosfatase inorgânica. A reação total para a for- 
mação de UDPG é, portanto, também altamente exergônica: 

AG°' (kJ • mol~ : ) 

G1P + UTP UDPG + PP, -0 

H z O + PP, 2P; -19,2 

Total: G1P + UTP UDPG + 2P, -19,2 

A clivagem do núcleo sídeo-trif o sfato para formar PP è é uma 
estratégia biossintética bem comum. A energia livre da hidró- 
lise do PP i pode então ser utilizada juntamente com a energia 
livre da hidrólise do núcleo sídeo-trif os fato para impelir até 
o fim uma reação que , de outra maneira, seria endergônica 
( Seção lóACa). 
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B. Glicogênio-sintase 

Na próxima etapa da síntese do glicogênio, a reação da 
glicogênio-sintase, a unidade glicosil da UDPG é transfe- 
rida para o grupo OH do C4 em uma das extremidades 
não redutoras do glicogênio para formar uma ligação gli- 
cosídica ct(l —> 4) (Fig. 18.7). Acredita-se que a reação da 
glicogênio-sintase, da mesma forma como as reações da 
glicogênio -fosforilase e da lisozima, envolva um íon oxô- 
nio glicosil intermediário ou um estado de transição, uma 
vez que elas também são inibidas por 1,5-gliconolactona, 
um análogo que mimetiza a geometria em meia-cadeira do 
íon oxônio. 

A A G°' para a reação da glicogênio-sintase é -- 13,4 kJ • 
mol 1 , tornando a reação total espontânea nas mesmas con- 
dições em que a degradação do glicogênio pela glicogênio- 
-fosforilase é também espontânea. As velocidades das duas 
reações podem então ser controladas independentemente. 
Existe, no entanto, um preço energético para que isso ocor- 
ra. Nesse caso, para cada molécula de G1P que é convertida 
em glicogênio e então regenerada , uma molécula de UTP é 
hidrolisada a UDP e P t Portanto, o ciclo de síntese e degrada- 
ção do glicogênio não é um moto contínuo mas , em vez disso, 
um “ motor ” cujo combustível é a hidrólise do UTP. O UTP é 
reposto por uma reação de transferência de fosfato mediada 
pela nucleosídeo-difosfato-dnase (Seção 28.1Ba): 

UDP + ATT UTP + ADP 


Assim, a hidrólise de UTP é equivalente energetica- 
mente à hidrólise do ATP. Essa reação ocorre por meio de 
um mecanismo Pingue-pongue em que o resíduo de His do 
sítio ativo é fosforilado transitoriamente na sua posição N s , 
como ocorre na reação da fosfoglicerato-mutase da glicóli- 
se (Seção 17.2Ha). Os mamíferos expressam duas isoformas 
—70% idênticas da glicogênio-sintase, uma predominante- 
mente no músculo e outra no fígado, assim como no caso da 
glicogênio-fosforilase. Plantas e bactérias expressam amido/ 
glicogênio-sintases, mas essas empregam ADP-glicose como 
doadoras de glicose em vez de UDP-glicose e demonstram 
pouca similaridade de sequência com glicogênio-sintases de 
animais. 

a. A glicogenina inicia a síntese de glicogênio 
A glicogênio-sintase não pode simplesmente ligar dois re- 
síduos de glicose; pode apenas estender uma cadeia glicô- 
nica a(l —> 4) preexistente. Como, então, é iniciada a sín- 
tese de glicogênio? A resposta é que a primeira etapa na 
síntese de glicogênio é a fixação autocatalisada de um re- 
síduo de glicose ao grupo OH da Tyr 194 de uma proteína 
homodimérica de 332 resíduos denominada glicogenina. 
A glicogenina, que foi descoberta por William Whelan, 
estende a cadeia glicônica por até —9 resíduos adicionais, 
fornecidos pela UDP-glicose, formando um “iniciador” 
para o início da síntese de glicogênio. É apenas nesse pon- 
to que a glicogênio-sintase inicia a síntese de glicogênio, 


o 



FIGURA 18.7 Reação catalisada pela glicogênio-sintase. A reaçao envolve um intermediário íon oxônio glicosil. 
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FIGURA 18.8 Estrutura por raios X da glicogenina do múscu- 
lo de coelho. A subunidade mais acima desta enzima homodi- 
mérica está colorida nas cores do arco-íris a partir de seu N-ter- 
minal ( azul) em direção a seu C-terminal (vermelho), e a parte 
inferior está em verde-claro. UDPG está desenhado na forma 
de esferas e varetas com C em verde, N azul, O vermelho e P 
cor de laranja. As cadeias laterais de Tyr 194, às quais o resíduo 
de glicose na extremidade redutora de glicogênio está ligado, e 
Asp 159 e Asp 162 estão desenhadas na forma de bastão, com 
C em ciano e O em vermelho. Os íons de Mn . os quais se acre- 
ditava estabilizarem eletrostaticamente o grupo de saída, UDP, 
estão representados por esferas em lilás. Os resíduos 262 a 332, 
que estão implicados na ligação da glicogênio-sintase, não estão 
visíveis na estrutura por raios X e por isso desordenados. (Com 
base na estrutura por raio X de Thomas Hurley e Peter Roach, 
Indiana University School of Medicine, EUA. PDbid 1LL2.)) 

que começa no “iniciador”, ainda complexada firmemente 
com a glicogenina. Essas proteínas, porém, dissociam-se 
após o crescimento do grânulo de glicogênio ter atingido 
um tamanho mínimo. A análise de grânulos de glicogênio 
quanto ao conteúdo de glicogenina e glicogênio-sintase de- 
monstra que elas estão presentes em uma proporção 1:1. 
Evidentemente, cada molécula de glicogênio (Fig. 18.1c) 
está associada a uma molécula de glicogenina e a uma mo- 
lécula de glicogênio-sintase. 

A estrutura por raios X da glicogenina muscular de 
coelho no complexo com UDPG (Fig. 18.8), determina- 
da por Thomas Hurley e Peter Roach, revela que a por- 
ção N-terminal da enzima é composta por uma prega tipo 
Rossmann (Seção 8.3Bi) que é comum no domínio de ligação 
de nucleotídeos da maioria das glicosiltransferases. O grupa- 
mento OH de seu resíduo Tyr 194 está 21 e 16 À distante do 
Cl do grupamento glicosil da UDPG na mesma subunidade 
e na subunidade oposta. Além do mais, a reação da glico- 
siltransferase ocorre com a preservação da configuração do 
átomo Cl glicosil. Isso sugere que o grupamento glicosil é o 
primeiro a ser transferido para um intermediário nucleofflico 
e é então transferido para o resíduo Tyr 194 ou para glicose 
que está ligada ao resíduo Tyr 194 (uma reação de desloca- 
mento duplo). Mutagênese sítio-dirigida identificou o resí- 
duo Asp 162 como o provável nucleófilo, enquanto o resíduo 
Asp 159 parece ter um papel na ligação e na ativação da mo- 
lécula aceptora. Evidentemente, a glicogenina sofre amplas 
modificações conformacionais durante o ciclo catalítico, em- 
bora a natureza dessas modificações permaneça desconhe- 
cida. Na verdade, permanece obscuro se uma determinada 
subunidade transfere o grupamento glicosil para si mesmo ou 
para a subunidade oposta. 

C. Enzima ramificadora do glicogênio 

A glicogênio-sintase catalisa apenas a formação de ligações 
a(í — > 4), produzindo a-amilose. As ramificações para for- 
mar glicogênio são feitas por uma outra enzima, a amilo-(l,4 
— > l,6)-transglicosilase (enzima ramificadora de glicogênio), 
que é diferente da enzima desramificadora de glicogênio. As 
ramificações são criadas pela transferência de segmentos de 
cadeias terminais constituídas de ~7 resíduos glicosil para 
grupos OH do C6 dos resíduos de glicose da mesma ou de 




outra cadeia de glicogênio (Fig. 18.9). Cada segmento trans- 
ferido deve vir com uma cadeia de pelo menos 11 resíduos, 
e o novo ponto de ramificação deve estar distante de outros 
pontos de ramificação por pelo menos 4 resíduos. 

A desramificação (Seção 18. 1C) envolve a quebra e a 
nova formação de ligações glicosídicas a(l — * 4) e somente 
a hidrólise de ligações glicosídicas a(l — > 6). A ramificação, 
por outro lado, envolve a quebra de ligações glicosídicas 
a(l 4) e a nova formação de ligações a(l —> 6). A necessi- 
dade de hidrolisar ligações glicosídicas a(l — ► 6) do glicogê- 
nio, em vez de convertê-las em ligações a(l -»4), é explicada 
pela energia dessas reações. A energia livre de hidrólise de 
uma ligação glicosídica a(l — >4) é - 15,5 kJ • mol " : , enquan- 
to a de uma ligação glicosídica a(l 6) é apenas —7,1 kJ * 
mol” 1 . Consequentemente, a hidrólise de uma ligação glicosí- 
dica ct(l — > 4) impulsiona a síntese de uma ligação glicosídica 
a(l — > 6), enquanto a reação inversa é endergônica. 

a. As partículas de glicogênio são fabricadas para otimizar a 
mobilização de glicose 

A função biológica do glicogênio é maximizar o armazena- 
mento de unidades de glicose de maneira a condizer com a 
necessidade de mobilizá-las rapidamente quando em condi- 
ções de alta demanda metabólica. Para isso, três parâmetros 
associados devem ser otimizados: o número de camadas de 
ramificações em uma molécula de glicogênio, o número de 


Bioquímica 647 




FIGURA 18.9 A ramificação do glicogêmo. As ramificações sao formadas pela transferência de um segmento terminal de 7 resí- 
duos de uma cadeia glicônica ligados por ligação a(l — » 4) ao OH do C6 de um resíduo de glicose na mesma ou de outra cadeia. 


ramificações por camada e a média do comprimento da ca- 
deia em cada camada. Para uma molécula de glicogênio com 
um número fixo de resíduos, o número de ramificações ex- 
ternas a partir das quais a glicose pode ser mobilizada antes 
que seja necessária a desramificação diminui à medida que o 
comprimento da cadeia aumenta (lembrar que a desramifica- 
ção é um processo mais lento que a fosforólise) . Entretanto, 
moléculas com cadeias longas têm um grande número de re- 
síduos de glicose que podem sofrer fosforólise entre pontos 
de ramificações. Uma vez que a densidade de ramificações 
externas é limitada estericamente, o tamanho máximo de 
uma molécula de glicogênio diminui à medida que aumenta 
o número médio de ramificações por camada. As partículas 
de glicogênio maduras de vários animais apresentam —12 ca- 
madas de ramificações, com —2 ramificações por camada e, 
em média, com —13 resíduos por ramificação. Um cálculo 
matemático sugere que esses valores estão próximos aos va- 
lores ótimos para mobilizar a maior quantidade de glicose no 
menor tempo possível. 

3 CONTROLE DO METABOLISMO DO GLICOGÊNIO 

Foi visto que tanto a síntese como a degradação de glicogê- 
nio são exergônicas nas mesmas condições fisiológicas. Se 
ambas as vias operassem simultaneamente, entretanto, tudo 
que fosse obtido seria desperdiçado na hidrólise do UTP. 
Essa situação é semelhante a do ciclo do substrato da fos- 


fofrutocinase-frutose-bifosfatase (Seção 17.4Ff). Portanto, 
a glicogênio-fosforilase e a glicogênio-sintase devem estar 
sob rigoroso controle, para que o glicogênio seja sintetiza- 
do ou utilizado de acordo com a necessidade celular. O ex- 
traordinário mecanismo desse controle é o próximo tópico 
de discussão. Ele envolve não apenas controle alostérico e 
ciclo de substrato, mas também modificações covalentes ca- 
talisadas por enzimas tanto na glicogênio-sintase como na 
glicogênio-fosforilase. As próprias reações de modificações 
covalentes estão sob controle hormonal por meio de uma 
cascata enzimãtica. 

A. Controle alostérico direto da glicogênio-fosforilase e da 
glicogênio-sintase 

Foi visto na Seção 17.4B, que o fluxo líquido de reagentes, 
/, por um passo na via metabólica, é diferente entre a ve- 
locidade da reação direta e da reação inversa, v f e v r A va- 
riação do fluxo por qualquer etapa na via com a troca da 
concentração do substrato se aproximará do infinito quan- 
do essa etapa da reação se aproximar do equilíbrio (v, ~ v r ; 
Eq. [17.4]). O fluxo de uma reação próxima ao equilíbrio 
é, dessa forma, quase incontrolável. Entretanto, como visto 
no caso da PFK e FBPase, um controle preciso no fluxo de 
uma via será possível quando a ação de uma enzima atuando 
longe do equilíbrio for oposta por uma enzima controlada 
separadamente . Então, v y e v r variam independentemente. 
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FIGURA 18.10 Controle da atividade da glicogêmo-fosforilase. A enzima pode assumir a conformação enzimaticamente inativa 
T (parte superior) ou a forma R cataliticamente ativa (parte inferior). A conformação da fosforilase b é controlada aloste ricamen- 
te pelos efetores AMP, ATP e G6P e, em condições fisiológicas, está, na maioria das vezes, no estado T. Por outro lado, a forma 
modificada da enzima, fosforilase a, é basicamente não responsiva a esses efetores e está, na maioria das vezes, no estado R, a 
não ser na presença de altos níveis de glicose. Sob condições fisiológicas usuais, a atividade enzimática da glicogênio-fosforilase é 
essencialmente determinada pelas velocidades de modificação e desmodificação. Observe que somente na forma T a enzima está 
sujeita à fosforilação e à desfosforilação, de forma que a ligação do efetor influencia as velocidades desses eventos de modificação/ 
desmodificação. 


Na verdade, nessas circunstâncias, até mesmo a direção do 
fluxo é controlada se v f puder ser maior do que Essa si- 
tuação ocorre exatamente no metabolismo do glicogênio 
pela oposição das reações da glicogênio-fosforilase e da 
glicogênio-sintase. As velocidades de ambas reações estão 
sob controle alostérico por efetores, que incluem ATP, 
G6P e AMP. No músculo, a glicogênio-fosforilase é ativada 
por AMP e inibida por ATP e G6P (Fig. 18.10, esquerda ). 
A glicogênio-sintase, por outro lado, é ativada por G6P. 
Quando existe alta demanda por ATP (baixa [ATP], baixa 
[G6P] e alta [AMP]), a glicogênio-fosforilase é estimulada, 
e a glicogênio-sintase é inibida. O fluxo por essa via, portan- 
to, favorece a degradação do glicogênio. Quando [ATP] e 
[G6P] estiverem altas, o inverso é verdadeiro, e a síntese de 
glicogênio é favorecida. 

As diferenças estruturais entre as conformações ati- 
va (R) e inativa (T) da glicogênio-fosforilase (Fig. 18.11 a 
e 18.1 16) podem ser compreendidas segundo o modelo de 
simetria do alosterismo (Seção 10.4B). O estado T da enzi- 
ma tem um sítio ativo escondido e, portanto, baixa afinidade 
pelos substratos, enquanto o estado R da enzima tem um 
sítio catalítico acessível e um sítio de ligação de fosfato de 
alta afinidade. 

O AMP promove a mudança conformacional da fosfo- 
rilase T (inativa) para R (ativa) ao ligar-se ao sítio do efe- 
tor alostérico do estado R da enzima > Fig. 18.10, esquerda). 
Dessa forma, a adenina, a ribose e o grupo fosfato do AMP 
ligam-se em segmentos separados da cadeia polipeptídica de 
modo a ligar o sítio ativo, a subunidade da interface e a re- 


gião N-terminal (Fig. 18.11c), sendo que a última sofre uma 
grande mudança conformacional (36 Â no caso da Ser 14) 
na sua posição no estado T da enzima (Fig. 18.11a e 18.1 16). 
A ligação do AMP também produz uma inclinação nas hé- 
lices torres da fosforilase (Fig. 18.2 e 18.11), puxando -as de 
modo a chegar a um estado de compactação mais favorável. 
Esses movimentos terciários disparam uma transição T -a R, 
que, basicamente, consiste em uma rotação de —10° das duas 
subunidades, uma em relação à outra, em torno do eixo da 
interface das subunidades, que é perpendicular ao eixo de 
simetria de ordem 2 do dímero. A simetria de ordem dois 
da enzima é, desse modo, preservada, seguindo o modelo de 
simetria do alosterismo (Seção 10.4B). O movimento das hé- 
lices torres também desloca e desordena uma alça (a alça da 
região do resíduo 280 - resíduos 282-286), que cobre o sítio 
ativo do estado T de maneira a impedir o acesso do substra- 
to. Isso também causa uma rotação na cadeia lateral da Arg 
569 (que se localiza no sítio ativo, próxima ao grupo fosforil 
do PLP do sítio de ligação do Pf, que aumenta a afinidade 
da ligação da enzima pelo P t (aniônico) do substrato (Fig. 
18.10a e 18.116). 

Curiosamente, o ATP também se liga ao sítio do efetor 
alostérico, mas no estado T, de forma que inibe, em vez de 
promover, a mudança conformacional de T — > R. Como indi- 
ca a análise estrutural, isso ocorre porque os grupos fosfato 
p e 7 do ATP ligam-se à enzima de forma que a ribose e os 
grupos fosfato a são deslocados em relação aos do AMP, de- 
sestabilizando assim o estado R. Dessa forma, pode-se enten- 
der a ação inibitória do ATP sobre a fosforilase: ele compete 
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FIGURA 18.11 Mudanças conformacionais na glicogênio-fosforilase. 

Diagramas de fitas de uma subunidade da enzima dimérica glicogênio- 
-fosforilase b (a) no estado T, na ausência de efetores alostéricos, e 
(b) no estado R, ligada ao AMR A visualização é a partir da subunidade 
inferior (em cor de laranja ) na Fig. 18.2, com rotação de —45° a partir do 
eixo horizontal. A hélice torre está em azul; a hélice N-terminal está em 
ciano; os resíduos N-terminais que sofrem mudança de conformação pela 
ligação ao AMP estão em vermelho; e os resíduos 281 a 286, a alça 280, 
os quais no estado R estão completamente desordenados e, consequen- 
temente, não visíveis, estão em verde. Dos grupos que estão mostrados 
segundo a representação de volume atômico, a cadeia lateral da Ser 14, 
o sítio de fosforilação, e o AMP, o qual está ligado apenas no estado R 
da enzima, apresentam o C em verde, o N em azul, o O em vermelho e o 
P em cor de laranja; a cadeia lateral da Arg 569, que reorienta a transi- 
ção T — > R de modo a interagir com o fosfato do substrato, apresenta C 
em ciano e N em azul; e os íons sulfato ligados perto da Ser 14 e do sítio 
ativo da enzima no estado R, o qual simula os íons fosfato estericamente 
semelhantes, tem O em vermelho e S em cor de laranja. O PLP no sítio 
ativo está representado por bastões com C em magenta, N em azul, O 
em vermelho e P em cor de laranja. (Com base na estrutura por raios 
X obtida por Louise Johnson, Oxford University, Reino Unido. PDBid 
8GPB e 7GPB.) (c) A porção do dímero da fosforilase a das vizinhanças 
da interface do dímero, mostrando a posição do grupo fosfato da Ser 14, 
o sítio de ligação do efetor AMP e o sítio ativo que liga a molécula de 
glicose. A vista está mostrada ao longo do eixo molecular de simetria de 
ordem dois e, portanto, de maneira similar ao representado na Fig. 18.2. 
Os resíduos 5 a 80 e 265 a 310 estão, respectivamente, em ciano e azul em 
uma das subunidades e em cor-de-rosa e magenta na outra subunidade. 

O AMP e a glicose estão apresentados segundo o modelo de volume atô- 
mico, com C em verde, N em azul escuro, O em vermelho e P em cor de 
laranja. O grupo fosfato da Ser 14 também está representado segundo o 
modelo de volume atômico, com O em vermelho-escuro e P em amarelo. 
(As coordenadas da estrutura por raios X são uma cortesia de Stephen 
Sprang, University of Texas Southwest Medicai Center, EUA.) 

Ôfl, Ver Exercícios de cineimagem 14.2 e 14.3 
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com o AMP pela ligação à fosforilase e, ao fazer isso, evita As interações alostéricas descritas anteriormente estão 

o movimento relativo entre os três segmentos polipeptídicos sobrepostas a um sistema ainda mais sofisticado, envolven- 

necessários para a ativação da fosforilase. do modificações covalentes (fosforilação/desfosfori lação) da 


S50 Do na! d Voet / Judiíh G. Voet 


glicogênio-fosforilase e da glicogênio-sintase. Essas modifi- 
cações alteram as estruturas das enzimas de forma a modi- 
ficar a resposta a reguladores alostéricos. Será discutido o 
conceito geral de modificação covalente e como ela aumenta 
a sensibilidade do sistema metabólico a mudanças na con- 
centração do efetor. A seguir, serão consideradas as funções 
dessas modificações no metabolismo do glicogênio. Depois, 
estaremos aptos a fazer considerações detalhadas sobre o 
controle alostérico no metabolismo do glicogênio. 

B. Modificação covalente de enzimas por cascatas 
cíclicas: amplificação do “sinal" efetor 

A glicogênio-sintase e a glicogênio-fosforilase podem ser 
interconvertidas enzimaticamente em duas formas com pro- 
priedades cinéticas e alostéricos diferentes por meio de uma 
complexa série de reações conhecida como cascata cíclica. 
A interconversão dessas diferentes formas de enzima envolve 
distintas reações de modificação e desmodificação covalen- 
tes, catalisadas enzimaticamente. 

Comparadas com outras enzimas regulatórias, os siste- 
mas de enzimas interconversíveis enzimaticamente: 

1. Podem responder a um grande número de estímulos 
alostéricos. 

2. Exibem grande flexibilidade nos padrões de controle. 

3. Possuem um enorme potencial de amplificação nas res- 
postas a variações nas concentrações de efetores. 

Isso é devido ao fato de que as enzimas que modificam e des- 
modificam uma enzima-alvo estão sob controle alostérico. É 
possível, portanto, que uma pequena mudança na concentra- 
ção de um efetor alostérico de uma enzima modificadora pos- 
sa determinar uma grande alteração na concentração de uma 
enzima-alvo ativa. Essa cascata cíclica está esquematizada na 
Fig. 18.12. 


a. Descrição de uma cascata cíclica gerai 
A Figura 18.12a mostra o esquema geral de uma cascata cí- 
clica, onde, por convenção, a forma mais ativa da enzima- 
-alvo está simbolizada pela letra a, e a forma menos ativa da 
enzima-alvo está simbolizada pela letra b , Aqui, modifica- 
ções, nesse caso fosforilação, ativam a enzima. Observe que 
as enzimas modificadoras, F e R, estão ativas apenas quando 
estiverem ligadas a seus respectivos efetores alostéricos e ] e 
e 2 . Os mecanismos cinéticos para a interconversão das for- 
mas não modificadas e modificadas da enzima-alvo, E b e E„, 
estão indicados na Fig. 18.12Ò. 

No equilíbrio estacionário, a fração da E na forma ati- 
va, [EJ/[E] X (onde a concentração total da enzima é [E] x = 
[EJ + [E,,]), determina a velocidade da reação catalisada 
pela E. Essa proporção [E tf ]/[E] X é função das concentra- 
ções totais das enzimas modificadoras, [F] x e [R] x , das con- 
centrações de seus efetores alostéricos, e x e e 2 , das constan- 
tes de dissociação destes efetores, K 1 e K 2 , e das constantes 
de dissociação do substrato, K r eK r , das enzimas-alvo, bem 
como das constantes de velocidade, k r e k r , para as intercon- 
versões (Fig. 18.12). Obviamente, essa relação é complexa. 
Apesar disso, pode ser demonstrado que, em uma cascata 
cíclica, uma mudança relativamente pequena na concen- 
tração de e v o efetor alostérico da enzima modificadora F, 
pode resultar em uma mudança muito maior na [EJ/[E] X , a 
proporção da E na forma ativa. Em outras palavras, a casca- 
ta funciona para amplificar a sensibilidade do sistema para 
efetores alostéricos. 

Foram consideradas, até o momento, as modificações 
covalentes de apenas uma enzima, uma cascata monocícli- 
ca. Imagine uma cascata bicídica, envolvendo modificações 
covalentes de uma das enzimas modificadoras (F) e também 
da enzima- alvo (E) (Fig. 18.13). Como seria de se esperar, 
o potencial de amplificação de um “sinal”, e v assim como a 
flexibilidade do controle de tal sistema, é enorme. 
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FIGURA 18.12 Cascata enzimática monodclica. (a) Esquema geral, onde F e R são, respectivamente, as enzimas modificadora 
e desmodificadora. Essas enzimas são convertidas alostericamente da sua forma inativa para a sua conformação ativa pela ligação 
dos seus respectivos efetores, e x e e 2 . A enzima- alvo, E, é mais ativa na forma modificada (E fl ) e menos ativa na forma não modifi- 
cada (E ò ) . As setas tracejadas simbolizam a catálise da reação indicada, (b) Equação química para a interconversão da enzima-alvo 
não modificada e as formas modificadas E à e E fl . 
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As atividades tanto da glicogênio-fosforilase como da gli- 
cogênio-sintase são controladas por cascatas bicíclicas. Serão 
agora examinadas as interconversões enzimáticas envolvi- 
das nessas cascatas bicíclicas. O foco será especificamente 
nas modificações covalentes da glicogênio-fosforilase e da 
glicogênio-sintase, nos efeitos estruturais dessas modifica- 
ções covalentes e em como essas mudanças estruturais afe- 
tam as interações com os efetores alostéricos. Depois, serão 
consideradas as cascatas cíclicas como um todo, estudando as 
várias modificações nas enzimas envolvidas e nos seus efeto- 
res alostéricos “definitivos”. Por último, será visto como as 
várias cascatas cíclicas do metabolismo do glicogênio funcio- 
nam em diferentes situações fisiológicas. 

C. Cascata bicíclica da glicogênio-fosforilase 

Em 1938, Cari e Gerty Cori descobriram que a glicogênio- 
-fosforilase existe em duas formas, a forma b, que requer 
AMP para sua atividade, e a forma a, que é ativa sem AMP. 
Contudo, foram precisos 20 anos para o desenvolvimento de 
técnicas de química de proteínas por meio das quais Edwin 
Krebs e Edmond Fischer demonstraram, em 1959, que as fos- 
forilases a e b correspondem a formas da proteína em que 
um resíduo específico, a Ser 14, é fosforilado e desfosforilado 
enzimaticamente, respectivamente. 

a. Glicogênio-fosforilase: a enzima-alvo da cascata 
A atividade da glicogênio-fosforilase é controlada alosterica- 
mente, como visto, por meio da ativação por AMP e inibição 
por ATP, G6P e glicose (Seção 18. 3 A). Sobreposto a esse 
controle alostérico, está o controle pela interconversão enzi- 


mática por meio da cascata bicíclica envolvendo as ações de 
três enzimas (Figs. 18.13 e 18.14, à esquerda ): 

1. Fosforilase-dnase, que fosforila especificamente a Ser 14 
da glicogênio-fosforilase b (Fig. 18.13, enzima F 2 ). 

2. Proteína-cinase A, que fosforila e, consequentemente, 
ativa a fosforilase-cinase (Fig. 18.13, enzima FJ. 

3. Fosfoproteína-fosfatase 1, que defosforila e, consequen- 
temente, desativa a glicogênio-fosforilase a e a fosforilase- 
-cinase (Fig. 18.13, enzima Rj e RJ. 

Em um sistema de enzimas interconversíveis, a forma 
“modificada” da enzima carrega o prefixo mea forma 
“original” (não modificada) carrega o prefixo o, conside- 
rando que a enzima mais ativa e a menos ativa estão iden- 
tificadas com os sufixos a e b, respectivamente. Nesse caso, 
0 -fosforilase b (não modificada, menos ativa) é a forma 
sob controle alostérico por AMP, ATP e G6P (Fig. 18.10, 
à esquerda). A fosforilação para produzir m-fosforilase 
a (modificada, mais ativa) remove quase que totalmente 
os efeitos desses moduladores alostéricos. Nos termos do 
modelo de simetria do alosterismo (Seção 10.4B), a fosfo- 
rilação da Ser 14 altera o equilíbrio das forma T da enzima 
(inativa) ^ forma R (ativa), favorecendo a forma R (Fig. 
18.10, à direita). De fato, o grupo fosforil da Ser 14 dafos- 
forilase a é análogo a um ativador alostérico : forma pares 
iônicos com as cadeias laterais de duas Arg na subunidade 
oposta, entrelaçando as subunidades da mesma forma que 
o AMP o faz quando ele se liga fortemente a um sítio entre 
as subunidades (Fig. 18.116). 


Ki 



FIGURA 13.13 Uma cascata enzimática bicídica. Ver a legenda da Fig. 18.12 para as definições dos símbolos. Em uma cascata 
bicíclica, uma das enzimas modificadoras (F 2 ) também está sujeita à modificação cov alente. A enzima é ativa no estado modificado 
(F 2n ) e inativa no estado não modificado (F-J. 






Do na! d Voet / Judith G. Voet 


Uv 





R 2 C 2 


C 

Proteína-cinase 

4AMPtv 

O 

Proteína-cinase 

A(PKA) 

X 1 

A (PKA) 

(inativa) 


(ativa) 


+ R 2 (AMPc) 4 


SISTEMA DE 
FOSFORILAÇAO 




ATP 


ADP 


o-Glicogênio- 
-fosforílase b 



© 


ATP 


ADP 



/n-Glicogênio- 
-fosforilase a 





s / 

í 

I 

I 

t 


Inibidor- 1 a da 

Fosfoproteína- 



i 

Fosfoproteína- 

m - fosfopr ot eí na- 

-fosfatase- 1 

\ 

► 

-fosfatase-1 

-fosfatase 

(inativa) 



(ativa) 

i 


ATP 


ADP 




Inibidor- 1 a da 

m-fosfoproteína- 

-fosfatase 


SISTEMA DE DESF0SF0R1LAÇÃ0 


@ 


m-Glicogênio- 
-sintase b 


FIGURA 18.14 Diagrama esquemático dos principais sistemas enzimáticos de modificação/desmodificação envolvidos no contro- 
le do metabolismo do glicogênio no músculo. Os sistemas de modificação (fosforilação) estão sombreados em amarelo, os sistemas 
de desmodificação (desfosforilação) estão sombreados em lilás, os complexos enzimas ativas/inibidores estão sombreados em 
verde, e as enzimas inativas/inibidores estão sombreados em cor de laranja. As setas tracejadas em amarelo e roxo indicam a facili- 
tação de uma reação de modificação ou de desmodificação. Observe que a atividade da glicogênio-fosforilase é controlada por uma 
cascata enzimática bicíclica (ü esquerda ), e a glicogênio-sintase é controlada por uma cascata enzimática bicí clica como também 
por uma cascata enzimática monocíclica {à direita). Por convenção, a forma modificada da enzima carrega o prefixo m,ea forma 
“original” (não modificada) carrega o prefixo o. As formas mais e menos ativas das enzimas estão identificadas pelos sufixos a e b, 
respectivamente. O controle adicional da modificação covalente da fosfoproteína-fosfatase-1 está representado na Fig. 18.22. éQ 
Ver Exploração guiada 15: Controle da degradação do glicogênio e as figuras animadas 


Nas células em repouso, as concentrações de ATP e G6P 
são tão altas que inibem a fosforilase b. Portanto, o nível de 
atividade da fosforilase é basicamente determinado pela pro- 
porção da enzima presente como fosforilase a. A fração do 
equilíbrio estacionário da enzima fosforilada (E a ) depende 
da atividade relativa da fosforilase-cinase (F,), proteína cina- 
se A (Fj) e fosfoproteína-fosfatase 1 (R, e R 2 ). Esse inter-re- 


lacionamento é notavelmente sofisticado no caso da glicogê- 
nio-fosforilase. As ações dessas enzimas serão consideradas. 

b. Proteína-cinase A: um elo regulatório crucial 

A fosforilase-cinase, que converte a fosforilase b em fosfo- 
rilase a , está, ela própria, sujeita a modificações co valentes 
(Fig. 18.14). Para a fosforilase-cinase ser totalmente ativa, o 
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Ca: deve estar presente (ver a seguir), e a proteína deve es- 
tar fosforilada. 

Nas cascatas da glicogênio-fosforilase e da glicogênio- 
-sintase, o principal sinal intracelular, e lr é o 3,5' -adenosina- 
monofosfato cíclico (3,5' -AMP cíclico ou AMPc). A 
concentração de AMPc na célula depende da relação entre 
a velocidade de sua síntese a partir do ATP pela adenilato- 
-ciciase (AC; também denominada adenilil-ciclase) e a ve- 
locidade de degradação até AMP por enzimas denominadas 
AMPc-fosfodiesterases (AMPc-PDEs; Seção 19.2E): 



H 


PP; 


Adenilato-ciclase 



3',5'-AMP cíclico 
(AMPc) 


h 2 o 



Fosfodiesterase 





A AC é, por sua vez, ativada por certos hormônios (Seções 
18.3Ea e 19.2D). 


O AMPc é realmente necessário para a atividade da pro- 
teína-cinase A (PKA; também chamada de proteína- cinase 
dependente de AMPc [ APKcJ ), uma enzima que fosforila 
resíduos específicos de Ser e/ou de Thr de várias proteínas 
celulares, incluindo a fosforilase-cinase e a glicogênio-sintase. 
Todas essas proteínas contêm uma sequência de reconheci- 
mento consensual, Arg-Arg-X-Ser/Thr-Y, onde Ser/Thr é o 
sítio de fosforilação, X é qualquer resíduo pequeno e Y é um 
resíduo hidrofóbico grande. Na ausência de AMPc, a PKA é 
um heterotretâmero inativo formado por duas subunidades 
regulatórias (R) e duas subunidades catalíticas (C), R^Q. O 
AMPc liga-se às subunidades regulatórias de forma a causar 
dissociação dos monômeros catalíticos ativos (Fig. 18.14; par- 
te superior). Portanto, a concentração intracelular de AMPc 
determina a proporção de PKA que estará na forma ativa e, 
dessa maneira, a velocidade de fosforilação do seu substrato. 
Na verdade, em todos os casos conhecidos de eucariotos, os 
efeitos fisiológicos do AMPc são manifestados pela ativação 
de proteínas-cinases específicas. 

A estrutura por raios X da subunidade C, de 350 resí- 
duos, da PKA de camundongos complexada com Mg 2 "-ATP 
e um peptídeo inibidor de 20 resíduos foi determinada por 
Susan Taylor e Janusz Sowadski (Fig. 18.15); a de um com- 
plexo similar da enzima de coração de porco foi determinada 
por Robert Huber. A subunidade C, como em outras cinases 
de estrutura conhecida (p. ex., Figs. 17.5 e 17.15), é bilobular. 
Tem um domínio N-terminal que consiste em uma folha |3 de 
5 fitas e uma a-hélice, e um amplo domínio C-terminal que é 
essencialmente a-helicoidal. Uma fenda profunda entre os ló- 
bulos é ocupada por Mg 2+ -ATP e pelo segmento do peptídeo 
inibidor que inclui a sequência consensual acima de 5 resí- 
duos. Essa fenda, portanto, contém o sítio catalítico da PKA, 
com um pequeno domínio contribuindo para o sítio ligante de 
nucleotídeos e a subunidade grande fornecendo os resíduos 
ligantes do substrato e catalíticos. 

A subunidade C da PKA deve ser fosforilada na Thr 
197 para apresentar atividade. A Thr 197 é parte da chama- 
da alça de ativação (abrangendo os resíduos 184 a 208), que 
está localizada na “entrada” da fenda entre os domínios N- 
e C- terminais da PKA. O grupo fosforil da Thr 197 mescla 
os vários components da PKA na sua conformação ativa por 
meio de várias interações com a proteína. Mais notavelmen- 
te, o grupamento fosforil interage com a Arg 165, um resíduo 
conservado adjacente ao Asp 166, a base catalítica que ativa 
o grupo hidroxila Ser/Thr alvo da fosforilação na proteína 
substrato, assim orientando adequadamente os resíduos do 
sítio ativa da PKA. 

As proteínas-cinases desempenham um papel-chave nas 
rotas de sinalização pelas quais muitos hormônios, fatores 
de crescimento, neurotransmissores e toxinas afetam as 
funções de suas células-alvo ( Capítulo 19), assim como no 
controle de rotas metabólicas. De fato, é previsto que 518 
proteínas humanas, constituindo —2,3% dos genes huma- 
nos, são proteínas-cinases, responsáveis pela observação 
de que —30% das proteínas em células de mamíferos são 
fosforiladas. As >1.000 diferentes proteínas-cinases que 
foram sequenciadas compartilham um núcleo catalítico 
conservado, que corresponde aos 40 a 280 da subunidade 
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FIGURA 18.15 Estrutura por raios X da subunidade catalítica 
(C) da proteína-cinase dependente de AMPc (PKA) de camun- 
dongo. A proteína está formando um complexo com o ATP e 
com um segmento peptídico de 20 aminoáddos de um inibidor 
natural dessa proteína-cinase. O domínio N-terminal está em 
lilás, e o domínio C-terminal está em dano, com a sua alça de 
ativação em azul. O polipeptídeo inibidor está em cor de laran- 
ja, e a sua sequênda pseudoalvo, Arg-Arg-Asn-Ala-Ile, está em 
roxo, com a Ala que substitui a Ser a ser fosforilada em verde 
(note que a sequência-alvo verdadeira da enzima é Arg-Arg- 
-X-Ser/Thr-Y, onde X é um aminoácido pequeno, e Y é um 
aminoáddo hidrofóbico grande, sendo que a Ser/Thr, que está 
substituída por Ala no polipeptídeo inibidor, é o aminoácido 
fosforilado pela enzima). O ATP e o grupo fosforil da fosfoThr 
197 estão representados segundo o modelo de volume atômico, 
e as cadeias laterais essenciais para a catálise, Arg 165, Asp 166 
e Thr 197, estão representadas segundo o modelo em bastões, 
coloridas conforme o tipo de átomo (C em verde, N em azul, O 
em vermelho e P em amarelo). Observe que a sequência pseu- 
doalvo do inibidor está próxima ao grupo fosfato y do ATP, o 
grupo que a enzima transfere. (Com base na estrutura por raios 
X de Susan Taylor e Janusz Sowadski, University of Califórnia, 
São Diego, EUA. PDBid 1ATP.) Ver Exercícios interativos e 
Exercício de cineimagem 15 

C das PKA. Além de fosforilar outras proteínas, muitas 
proteínas-cinases são fosfoproteínas cujas atividades são 
controladas por fosforilação, muitas vezes nas suas alças 
de ativação. Entretanto, uma vez que a PKA está, em ge- 
ral, totalmente fosforilada na Thr 197 e resistente à desfos- 
forilação, não está claro se sua atividade é regulada in vivo 
por fosforilação/desfosforilação. 

c. A subunidade R da PKA inibe competitivamente sua 
subunidade C 

A subunidade R da PKA tem um domínio estrutural bem 
definido, que foi caracterizado inicialmente por proteólise li- 
mitada. Ela consiste em, a partir da extremidade N-terminal 
para a C-terminal, um domínio de dimerização, um segmen- 
to autoinibitório e dois domínios homólogos em tandem li- 
gadores de AMPc, A e B. No complexo R 2 C 2 , o segmento 
autoinibitório, que se assemelha ao peptídeo substrato da 
subunidade C, liga-se no sítio ativo da subunidade C (como 
ocorre com o peptídeo inibitório na Fig. 18.15), dessa forma 
bloqueando a ligação do substrato. Assim, a subunidade R é 
um inibidor competitivo das proteínas que são substrato da 
PKA. 

Cada subunidade R liga cooperativamente duas molécu- 
las de AMPc. Quando o domínio B não tem AMPc ligado, 
ele esconde o domínio A, de modo que ele não pode mais 
ligar AMPc. Entretanto, a ligação de AMPc ao domínio B 
provoca uma mudança conformacional que permite a ligação 
de AMPc ao domínio A, que libera, por sua vez, a subunida- 
de C do complexo (ver a seguir). 

Taylor determinou a estrutura por raios X da subunida- 
de R complexada com dois AMPc e sem os 91 resíduos de 
aminoácidos da extremidade N-terminal (Fig. 18.16 a). Essa 
proteína truncada não é capaz de formar dímeros, mas, na 
ausência de AMPc, forma um complexo inativo compacto 
com a subunidade C e, ao se ligar ao AMPc, libera a subuni- 



dade C ativa como ocorre com o dímero R 2 . Como previsto 
inicialmente por alinhamento de sequências, os domínios 
A e B são estruturalmente similares entre si e a um regu- 
lador de transcrição procariótico ligante de AMPc, deno- 
minado proteína ativadora do gene catabólito (CAP; Seção 
31.3Cb). O segmento autoinibitório, que na subunidade R 
livre é extremamente sensível à proteólise, apresenta, na 
estrutura por raios X, os primeiros 21 resíduos de aminoáci- 
dos desordenados. 

A estrutura por raios X da subunidade R truncada no 
complexo com a subunidade C ligadora de AMPPNP (Fig. 
18.166), também determinada por Taylor, revela que a 
subunidade R sofreu uma reorganização conformacional 
drástica relativa a sua estrutura ligante de AMPc. A mudan- 
ça mais intrigante é que 25 resíduos, um segmento helicoi- 
dal duplo dobrado ligando os domínios A e B (roxo na Fig. 
18.16a) aglutinaram para formar um hélice reta única como 
a de sanduíche 0 no domínio B da subunidade R girando 
por ~T80° em relação ao domínio A e separado desse domí- 
nio. Como consequência desse deslocamento tipo parafuso 
de —60 À do domínio B, a estrutura globular alongada do 
complexo do AMPc muda para a forma de haltere em que 
a interface entre os domínios A e B no complexo do AMPc 
é substituído por grandes interações com o domínio grande 
da subunidade C. Além disso, as regiões dos domínios A 
e B sofrem drásticas mudanças conformacionais que elimi- 
nam os seus sítios de ligação ao AMPc separando seus bol- 
sos ligantes de fosfato dos seus bolsos ligantes de adenina. 
Todas essas posições do segmento autoinibidor da subuni- 
dade R segmentam-se na fenda do sítio ativo da subunidade 
C, desse modo, inativando-o. 
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FIGURA 18.16 Estruturas por raios X da subunidade regulatória (R) da proteína-cinasc A (PKA) bovina, (a) A subunidade R 
sem os seus 91 resíduos N-terminais (o qual forma o domínio de dimerização) no complexo com o AMPc. A região N-terminal, que 
inclui o seu segmento autoinibitório, está em vermelho, o domínio A está em verde, o domínio B está em cor de laranja e o seg- 
mento de dupla -hélice ligando os domínios A e B está em roxo. Os AMPc, que estão representados no modelo de volume atômico 
e coloridos conforme o tipo de átomo (C em ciano, N em azul, O em vermelho e P em cor de laranj a), cada um se liga na abertura 
de uma fita de 8 voltas na forma de sanduíche (3 com os grupos fosfato confinando a extremidade N-terminal de um curto segmento 
helicoidal, (b) A subunidade R truncada no complexo com a subunidade C que está ligando AMPPNP. A subunidade R está colo- 
rida como na Parte a e a subunidade C está colorida como na Fig. 18.15. A subunidade C está a 180° em relação ao eixo vertical da 
Fig. 18.15 e a estrutura de sanduíche (3 do domínio A está orientada de forma semelhante a Parte a. Observe as diferenças confor- 
macionais dramáticas entre a subunidade R nas Partes a e b, a qual, em grande parte, é causada pela junção e pelo endireitamento 
das duas hélices ligando os domínios A e B no complexo com o AMPc. Também observe que o novo ordenamento da porção N- 
-terminal do segmento autoinibitório da subunidade R ocupa a fenda do sítio ativo da subunidade C. (Com base nas estruturas por 
raios X de Susan Taylor, University of Califórnia, São Diego, EUA. PDBid 1RGS e 20 CS.) 


d. Fosforílase-clnase: coordenação da ativação da enzima 
com [Ca 2+ J 

A fosforilase-cinase (PhK) é ativada por concentrações de 
Ca 2 tão baixas quanto 10 ' M e por modificações cov alentes. 
Essa enzima de 1.300 kDa consiste em quatro subunidades 
não idênticas que formam um oligômero ativo (aflyS) 4 . A 
subunidade y isolada é capaz de exercer atividade catalítica 
plena (capacidade de converter fosforilase b em fosforilase 
a), enquanto as subunidades a, |3 e 8 são inibidoras da reação 
catalítica. 

A subunidade 8, conhecida como calmodulina (CaM), 
confere sensibilidade a Ca 2 ao complexo. Quando o Ca 2 ' 
se liga aos quatro sítios de ligação de Ca 2 ” da calmodulina, 
essa proteína regulatória eucariótica ubíqua passa por uma 
ampla mudança conformacional (ver a seguir), que ativa a 
fosforilase-cinase. A glicogênio-fosforilase torna-se, então, 
fosforilada, e a velocidade de degradação do glicogênio au- 
menta. O significado fisiológico desse processo de ativa- 


ção por Ca 2 r é que o impulso nervoso provoca a contração 
muscular por meio da liberação de Ca dos reservatórios 
intracelulares (Seção 35. 3C). Esse aumento transitório na 
[Ca 2 ' ] citosólica induz tanto contração muscular como au- 
mento da degradação do glicogênio que abastece a glicólise, 
que, por sua vez, gera o A TP necessário para a contração 
muscular. 

e. Calmodulina: um interruptor ativado por Ca 2 
A calmodulina (CaM) é uma proteína eucariótica ubíqua 
ligante de Ca 2 ” que participa de vários processos regulató- 
rios celulares. Em alguns deles, CaM funciona como uma 
proteína monomérica, enquanto em outros (p. ex., PhK) ela 
é uma das subunidades de uma proteína maior. A estrutura 
por raios X dessa proteína altamente conservada de 148 ami- 
noácidos, determinada por Charles Bugg, mostra que ela tem 
uma curiosa forma de halteres, na qual os dois domínios glo- 
bulares da CaM estão ligados por uma a-hélice de sete voltas 
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FIGURA 18.17 Estrutura por raios X da calmodulina de 
testículo de rato. Essa proteína monomérica de 148 aminoá- 
ddos, a qual está colorida conforme as cores do arco-íris a 
partir da extremidade N-terminal (em azul) até a extremidade 
C-terminal (em vermelho ), contém dois domínios globulares 
muito similares e separados por uma a-hélice de sete voltas. Os 
dois íons Ca 2 estão representados na forma de bastões e co- 
loridos conforme o tipo de átomo (C em verde, N em azul e O 
em vermelho). (Com base na estrutura por raios X determinada 
por Charles Bugg, University of Alabama, Birmingham, EUA. 
PDBid 3CLN.) 

Ver Exercício de cineimagem 16.1 

2- “l” 

(Fig. 18.16). A CaM tem dois sítios de alta afinidade por Ca"’ 
em cada um dos domínios globulares. Os dois domínios são 
formados por motivos hélice- alça-hélice praticamente sobre- 
poníveis, conhecidos como mão EF (Fig. 18.18), que também 
ocorrem em várias proteínas sensíveis a Ca 2 . O íon Ca 2 li- 
gado a cada um desses sítios é coordenado na forma de um 
octaedro por átomos de oxigênio do esqueleto da cadeia da 
proteína e pelas cadeias laterais da alça, assim como por uma 
molécula de água associada à proteína. 

A ligação de Ca 2 " em um dos domínios da CaM induz 
uma mudança conformacional nesse domínio, que expõe 
uma porção hidrofóbica rica em Met que normalmente fica 
escondida. Essa porção liga-se com alta afinidade ao domínio 
ligante de CaM da subunidade y da fosforilase-cinase, assim 
como os domínios ligantes de Ca 2 " de várias outras proteínas 
reguladas por Ca 2 , (muitas das quais interagem com CaM 
que está livre na solução) e, ao fazer isso, modula a atividade 
dessas proteínas. Esses domínios ligantes de CaM têm pouca 
similaridade entre si, mas todos são a-hélices anfifílicas de 
caráter básico. Na verdade, segmentos de —20 aminoácidos 
dessas hélices, assim como hélices anfifílicas sintéticas com- 


postas apenas por resíduos de Leu, Lys e Trp, estão ligados 
por Ca 2 "-CaM tão firmemente como as proteínas-alvo. 

Embora a determinação da estrutura por raio X da 
CaM revele uma aparência não complicada (Fig. 18.17), 
vários estudos indicam que seus dois domínios globulares 
podem ligar-se simultaneamente a uma única hélice -alvo. 
Evidentemente, a a-hélice central da CaM serve como um 
elo flexível em vez de um espaçador rígido, uma proprieda- 
de que provavelmente aumenta a gama de sequências-alvo 
que se podem ligar à CaM. Essa ideia é confirmada pela 
estrutura por RM (Fig. 18.19) da (Ca 2+ ) 4 -CaM complexada 
ao seu peptídeo de 26 resíduos - que é o alvo da cinase da 
cadeia leve da miosina do músculo esquelético (MLCK, do 
inglês myosin light chain kinase\ homóloga da subunidade C 
da PKA, que fosforila e, portanto, ativa as cadeias leves da 
proteína muscular miosina; Seção 35.3Da) — , que foi deter- 
minada por Marius Clore, Ângela Gronenborn e Ad Bax. De 
fato, a conformação estendida da hélice central da CaM na 
Fig. 18.17 é, provavelmente, um artefato originado por forças 
empacotadoras da cristalização, considerando que essas duas 
voltas centrais da hélice não entram em contato com outras 
porções da proteína e, por essa razão, estão maximamente 
expostas ao solvente (quase todas as outras a -hélices conhe- 
cidas são pelo menos parcialmente escondidas na proteína). 
Além do mais, um polipeptídeo com a sequência dessa héli- 
ce adota uma conformação espiralada ao acaso em solução 
aquosa. Contudo, um ligante flexível é essencial para a fun- 



FK3UR.& 18.18 Mão EF. Os sítios ligantes de Ca 2 em muitas 
proteínas que funcionam como sensores dos níveis de Ca 2 : são 
formados por motivos hélice-alça-hélice, conhecidos como mão 
EF. (Segundo Kretsinger, R.H., Annu. Rev. Biochem. 45, 241 

[1976].) Ver Exercício de cineimagem 16.1 
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FIGURA 18 .1 9 Estrutura por RM da (Ca ) 4 -CaM de Drosophila melanogaster complexada ao seu peptideo-alvo de 26 resíduos 

da ciuase da cadeia leve da miosina (MLCK) do músculo esquelético de coelho. O domínio N-terminal da CaM está representado 
em azul, o domínio C-terminal está em vermelho, o polipeptídeo-alvo está em verde e os íons Ca" ! estão representados por esferas 
em ciano. (a) Vista do complexo em que a extremidade N-terminal do polipeptídeo-alvo está à direita e (b) vista perpendicular ob- 
servada a partir do lado direito da Parte a. Em ambas as vistas, o eixo de pseudo-ordem 2 que relaciona os domínios N- e C-termi- 
nais da CaM está aproximadamente na vertical. Observe como o segmento médio da longa hélice central na CaM não complexada 
(Fig. 18.17) está desenrolado e curvo (alça inferior na Parte b), de forma que a CaM forma uma proteína globular que basicamente 
circunda o peptídeo-alvo helicoidal dentro de um túnel hidrofóbico, lembrando duas mãos a segurar uma corda (o polipeptídeo- 
-alvo adota uma conformação espiralada ao acaso em solução). Entretanto, as conformações dos dois domínios globulares da CaM 
não são modificadas pela complexação. Evidentemente, os íons Ca 2 1 ligados a CaM servem para organizar e estabilizar as confor- 
mações ligantes dos domínios globulares. (Com base na estrutura por RM obtida por Marius Cl ore, Angela Gronenborn e Ad Bax, 
National Institute of Health, EUA. PDBid 2BBM.) Ver Exercício de cineimagem 16.2 


ção de CaM. Na presença de Ca" ' , domínios individuais de 
CaM (obtidos pela clivagem por tripsina), quando em altas 
concentrações, são capazes de ligar suas proteínas-alvo, mas 
fracassam em ativá-las até mesmo marginalmente, a menos 
que estejam em excesso. 

Como a Ca 2+ -CaM ativa suas proteínas-cinases? A 
MLCK contém um segmento C-terminal cuja sequência se 
assemelha ao polipeptídeo-alvo da MLCK na cadeia leve 
da miosina, mas não apresenta um sítio de fosforilação. Um 
modelo da MLCK, com base na estrutura por raios X da su- 
bunidade C da PKA, que é 30% idêntica à MLCK, sugere 
fortemente que esse peptídeo autoinibitório inativa a MLCK 
por se ligar ao seu sítio ativo. De fato, a retirada do peptídeo 
autoinibitório da MLCK por proteólise limitada ativa per- 
manentemente essa enzima. O segmento de ligação de CaM 
da MLCK sobrepõe-se a esse peptídeo autoinibitório. Cla- 
ramente, a ligação de Ca 2 -CaM a esse segmento peptídico 
remove o autoinibidor do sítio ativo da MLCK , ativando essa 
enzima (Fig. 18.20). 


FIGURA 18.20 Diagrama esquemático da ativação dependente de Ca" -CaM de 
protemas-cinases. Cinases autoinibíveis têm uma sequência pseudossubstrato no N- ou 
C-terminal (em vermelho), que se liga no, ou perto do, sítio ativo da enzima (em mar- 
rom), de modo a inibir a sua função. Esse segmento autoinibitório está muito próximo a 
ou se sobrepõe à sequência ligante de Ca 2 ! -CaM. Consequentemente, a Ca 2 -CaM (em 
verde) liga-se a essa sequência de forma a removê-la do sítio ativo da enzima, ativando 
a enzima para fosforilar outras proteínas (em lilás). (Segundo Crivici, A. e Ikura, M., 
Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct. 24, 88 [1995].) 
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Outras proteínas-alvo da Ca 2 -CaM, incluindo a subuni- 
dade 5 da fosforilase-cinase, são presumivelmente ativadas 
da mesma forma. As estruturas por raios X de duas proteí- 
nas-cinases homólogas confirmam o chamado mecanismo in- 
traestérico, aquele da proteína-dnase dependente de calmo- 
dulina I (CaMKÍ) e da twitchin-cinase. Embora os detalhes 
da ligação da sequência autoinibitória sejam diferentes para 
cada uma dessas proteínas-cinases, o modo geral de autoini- 
bição e ativação por Ca 2+ -CaM é o mesmo. 

A subunidade R da PKA, como visto, contém uma se- 
quência autoinibitória semelhante próxima a seus domínios 
ligantes de AMPc. Nesse caso, entretanto, o peptídeo autoi- 
nibitório é alostericamente j ogado para fora do sítio ativo da 
subunidade C pela ligação de AMPc à subunidade R (que 
não apresenta sítio ligante de Ca 2 -CaM). 

f. A subunidade 7 da fosforilase-cinase é controlada por 
múltiplos autoiníbidores 

A subunidade 7 de 386 aminoácidos da fosforilase-cinase 
consiste em um domínio cinase N-terminal, que tem uma se- 
quência que é 36% idêntica à subunidade C da PKA, e um 
domínio regulatório C-terminal, que contém um peptídeo 
ligante de CaM e um segmento autoinibitório sobreposto. 
Evidentemente, Ca 2 -CaM libera essa inibição, como indica- 
do na Fig. 18.20. Isso explica porque o segmento de 298 ami- 
noácidos N-terminais da subunidade 7 da PhK, denominada 
PhK/y t (t para truncada), exibe atividade catalítica compará- 
vel à PhK plenamente ativa, mas não é afetada por Ca" ou 
por sinais de fosforilação. 

A estrutura por raios X da PhK^ complexada com ATP 
e com um heptapeptídeo relacionado ao substrato natural foi 
determinada por Johnson (Fig. 18.21). Ela revela, como era es- 
perado, que PhK^ lembra estruturalmente tanto a PKA (Fig. 
18.15) como também outras proteínas-cinases de estrutura co- 
nhecida, incluindo a CaMKI e a twitchin -cinase. Comparações 
dessas estruturas ilustram a forma como a atividade catalíti- 
ca da PhK é regulada. Várias proteínas-cinases, incluindo a 
PKA, são ativadas por fosforilação dos resíduos de Ser, Thr 
e/ou Tyr nas suas alças de ativação, que, como visto na Fig. 
18.15, interagem com um resíduo conservado de Arg que po- 
siciona corretamente o resíduo vizinho de Asp cataliticamente 
importante. Entretanto, a subunidade 7 da PhK não está su- 
jeita à fosforilação. Melhor, seu resíduo na alça de fosforilação 
que poderia ser fosforilado é o Glu 182, cuja carga negativa 
mimetiza a presença de um grupo fosfato pela interação com a 
Arg 148 para posicionar corretamente o Asp 149 (Fig. 18.21). 
Então, o sítio catalítico da PhK mantém uma conformação ati- 
va, mas, na presença de Ca 2+ , é inativado pela ligação de seu 
segmento autoinibitório à extremidade C-terminal. 

Sítios nas subunidades ct e £ da PhK estão sujeitos à fos- 
forilação pela PKA (Fig. 18.14). Isso ativa a PhK em concen- 
trações de Ca 2 ! bem mais baixas do que seria necessário, e 
a atividade enzimática plena é obtida na presença de Ca 2r 
somente quando ambas as subunidades estiverem fosforila- 
das. De fato, a subunidade [3 possui uma sequência autoini- 
bitória, sugerindo que a fosforilação muda sua conformação 
de maneira a tornar o sítio ativo da subunidade 7 inacessível 
à inibição. Isso explicaria o efeito sinérgico da fosforilação e 
do Ca 2 1 na atividade da PhK. A Ca 2 + -CaM retira o segmento 
autoinibitório da subunidade 7 , enquanto a fosforilação da 
subunidade p remove um outro autoinibidor. A forma pela 



FIGURA 18.21 A estrutura por raios X da PhK t complexada 
com ATP e com um heptapeptídeo (RQMSFRL). A sequência 
desse heptapeptídeo é relacionada ao substrato natural da enzi- 
ma (KQISVRG). A proteína está mostrada na orientação “pa- 
drão” da proteína-cinase, com seu domínio N-terminal em cor- 
-de-rosa, seu domínio C-terminal em ciano e sua alça de ativação 
em azul claro. O heptapeptídeo está em cor de laranja, com o 
resíduo a ser fosforilado (Ser) em verde. O ATP está apresenta- 
do no modelo de volume atômico, e as cadeias laterais essenciais 
para a catálise, Arg 148, Asp 149 e Glu 182, estão apresentadas 
na forma de bastões, coloridos de acordo com o tipo de átomo 
(C em verde, N em azul, O em vermelho e P em cor de laran- 
ja). Observe as similaridades e as diferenças estruturais entre 
essa proteína e a subunidade C homóloga da PKA (Fig. 18.15). 
(Segundo a estrutura por raios X obtida por Louise Johnson, 
Oxford University, Oxford, Reino Unido. PDBid 2PHK.) 


qual a fosforilação da subunidade a modula a atividade da 
Phk ainda não é conhecida. 

g. Fosfoproteína-fosfatase 1 

O equilíbrio estacionário da fosforilação da maioria das enzi- 
mas envolvidas em cascatas cíclicas é mantido pela oposição 
entre as fosforilações catalisadas por cinases e as desfosfori- 
lações hidrolíticas catalisadas pelas fosfoproteína-fosfatases. 
A fosfatase envolvida na cascata cíclica que controla o me- 
tabolismo do glicogênio é a fosfoproteína-fosfatase 1. Essa 
enzima, como indicado na Fig. 18.14, hidrolisa os grupos 
fosforil da ra-glicogênio-fosforilase a, as subunidades a e (3 
da fosforilase-cinase, e outras duas proteínas envolvidas no 
metabolismo do glicogênio, como discutido a seguir. 

A subunidade catalítica da fosfoproteína-fosfatase 1 
(ppi), que é denominada PPlc, hidrolisa grupos fosforila 
de resíduos de Ser/Thr por meio de um mecanismo de uma 
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única etapa. A estrutura por raios X da PPlc indica que ela 
contém um centro iônico metálico binuclear (ambos os me- 
tais são Mn 2+ na enzima recombinante) , que ativa a molécula 
de água (promove sua ionização a OH~, Seção 15.1C) por 
ataque nucleofílico do grupo fosforil. 

A PPlc liga-se ao glicogênio pela intermediação de 
proteínas regulatórias tanto no músculo como no fígado. 
No músculo, a PPlc está ativa somente quando estiver li- 
gada ao glicogênio por meio da sua subunidade G M ligante 
de glicogênio. A atividade da PPlc e sua afinidade pela su- 
bunidade G m são reguladas pela fosforilação da subunida- 
de G m em dois sítios separados (Fig. 18.22). A fosforilação 
do sítio 1 pela proteína-cinase estimulada por insulina ati- 
va a proteína-fosfatase 1, enquanto a fosforilação do sítio 
2 pela PKA (que também pode fosforilar o sítio 1) causa 
a liberação da enzima no citoplasma, onde não pode des- 
fosforilar as enzimas ligadas ao glicogênio do metabolismo 
do glicogênio. 

No citosol, a PPlc é também inibida pela sua ligação à 
proteína inibidora 1 da fosfoproteína-fosfatase (inibidor 1) . 

Essa última proteína fornece ainda um outro exemplo de 
controle por conversão enzimática: também é modificada 
pela PKA e desmodificada pela PPlc (Fig. 18.14, parte in- 
ferior), apesar de que, nesse caso, a Thr - e não a Ser — é 
fosforilada/desfosforilada. A proteína é um inibidor funcio- 
nal somente quando está fosforilada. Assim, a concentração 
de AMPc controla a proporção da enzima na sua forma fos- 
forilada, não apenas pelo aumento da velocidade pela qual é 
fosforilada, mas também pela diminuição da velocidade pela 
qual é desfosforilada. No caso da glicogênio-fosforilase, um 
aumento na [AMPc] resulta não apenas no aumento da velo- 


cidade de ativação dessa enzima, mas também na diminuição 
da sua velocidade de desativação. 

A atividade da fosfoproteína-fosfatase 1 no fígado é 
também controlada pela sua ligação ao glicogênio pela in- 
termediação da subunidade ligante de glicogênio, aqui deno- 
minada G l . Quando está ligada à G L , a PPlc é ativada pela 
desfosforilação de enzimas ligadas ao glicogênio do meta- 
bolismo do glicogênio. Entretanto, a G L não está sujeita a 
controle por fosforilação como ocorre com a G M do músculo. 
Por outro lado, a ligação da m -fosforilase a à G L inibe for- 
temente a atividade de PPlc por um mecanismo alostérico. 

Entre as principais mudanças conformacionais pelas 
quais a glicogênio-fosforilase passa ao ser convertida do es- 
tado T para o estado R está o movimento do grupo fosforil 
da Ser 1 da superfície da enzima no estado T (inativa) para 
a posição escondida a poucos angstroms abaixo da superfície 
da proteína, na interface do dímero da enzima, no estado R 
(ativo) (Fig. 18.1 lb). Ambas as formas R e T da fosforilase 
a ligam o complexo G L * PPlc, mas somente no estado T da 
enzima o grupo fosforil da Ser 14 estará acessível à hidrólise 
pela PPlc. Por consequência, nas condições em que a fosfori- 
lase a converte para o estado T (Seção 18.3G), a PPlc hidro- 
lisa o grupo fosforil da Ser 14 desta enzima, que agora está 
exposto. Isso converte a m-fosforilase a para a o -fosforilase 
b, que tem uma baixa afinidade para ligar o complexo G L • 
PPlc e não inibe a PPlc. Assim, um efeito da desmodificação 
da fosforilase a é liberar a inibição da PPlc e, portanto, per- 
mitir a remoção dos grupos fosforil de outras fosfoproteínas 
suscetíveis. Uma vez que a fosforilase a tem uma alta afini- 
dade pelo complexo G L ■ PPlc e está em concentrações —10 
vezes mais altas, a liberação da inibição por PPlc ocorre ape- 


Insulina +~~ Proteína-cinase 


estimulada por insulina 



FIGURA, 18.22 O efeito antagonista da insulina e da adrenalina no metabolismo do glicogênio no músculo. Isso ocorre por causa 
dos efeitos na subunidade catalítica da fosfoproteína-fosfatase 1, PPlc, via subunidade G M ligante de glicogênio. Círculos verdes e 
setas tracejadas indicam ativação. 
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nas quando mais que —90% da glico gênio -f os forilase estão 
na forma de o-fosforilase b. A glieogênio-sintase está entre 
as proteínas que são desfosforiladas pelo complexo G L • PPlc 
quando não é mais inibida pela fosforilase. Porém, diferente- 
mente da fosforilase, a desfosforilação ativa a glicogênio-sin- 
tase. Essa enzima está envolvida na própria cascata bicíclica, 
cujas propriedades serão vistas agora. 

D. Cascata bicíclica da glieogênio-sintase 

Assim como a glicogênio-fosforiiase, a glieogênio-sintase 
existe em duas formas enzimaticamente interconversíveis: 

1. A forma modificada (m; fosforilada), que é inativa em 
condições fisiológicas (forma b ). 

2. A forma original (o; desfosforilada), que é ativa (forma a). 

A m -glieogênio-sintase b está sob controle alostérico. 
Ela é fortemente inibida por concentrações fisiológicas de 
ATP, ADP e P,* sendo que a enzima modificada está quase 
totalmente inativa in vivo. A atividade da enzima não mo- 
dificada é essencialmente independente desses efetores, de 
forma que a atividade da glieogênio-sintase da célula varia 
com a proporção da forma não modificada da enzima. 

Os detalhes do mecanismo da interconversão das formas 
modificada e não modificada da glicogêncio-sintase são par- 
ticularmente complexos e não são ainda tão bem compreen- 
didos como os da glicogênio-fosforiiase. Foi estabelecido 
claramente que a proporção da glieogênio-sintase não mo- 
dificada é, em parte, controlada pela cascata bicíclica envol- 
vendo a fosforUase-cinase (PhK) e a fosfoproteína-fosfatase 
1, enzimas que também estão envolvidas na cascata bicíclica 
da glicogênio-fosforiiase (Fig. 18.14; ã direita). Esse proces- 
so de desmodificação é facilitado pela G6P, cuja ligação à 
m-glicogênio-sintase b induz a uma mudança conformado - 
nal que expõe seus grupos fosforil na superfície da proteína, 
tornando-os disponíveis para desfosforilação pela fosfopro- 
teína-fosfatase 1 . 

A glieogênio-sintase é fosforilada em várias posições. 
Várias proteínas-cinases são conhecidas por desativarem, 
pelo menos parcialmente, a glieogênio-sintase muscular hu- 
mana ao fosforilarem o homotetrâmero em 1 ou mais dos 9 
resíduos de Ser presentes nos segmentos C- e N-terminais 
das subunidades de 737 resíduos. Essas enzimas incluem 
PhK, PKA (assim, a desativação da glieogênio-sintase pode 
também ocorrer via uma cascata monocíclica) , CaMKI (que 
é ativada pela presença de Ca 2 ), proteína-cinase C (PKC; 
que responde à presença extracelular de certos hormônios 
por meio de um mecanismo descrito nas Seções 18.3G e 
19.4Cb), proteína-dnase dependente de AMP (AMPK; que 
responde à disponibilidade de ATP e, consequentemente, 
atua como um sensor de combustível; Seções 25.5a e 27.1), 
glicogênio-sintase-dnase 3(1 (GSK3p; que é inibida pela in- 
sulina [Seções 18.3Ea e 18.3F], cuja presença resulta na des- 
fosforilação e na ativação da glieogênio-sintase) e caseína 
dnase 1 e 2 (que participam em uma variedade de proces- 
sos de controle celular). O motivo pelo qual a desativação 
da glieogênio-sintase é tão controlada, quando comparada 
com sua ativação ou com a ativação/desativação da glico- 
gênio-fosforilase, não é conhecido. Contudo, seja qual for 


a razão, a desativação é monitorada de perto pelo estado 
metabólico do organismo. 

E. Integração dos mecanismos de controle do 
metabolismo do glicogênio 

A ocorrência ou não da síntese ou da degradação líquidas 
de glicogênio e em qual velocidade elas ocorrem depende 
do balanço relativo entre as formas ativas da glicogênio- 
-sintase e da glicogênio-fosforiiase. Isso, por sua vez, de- 
pende basicamente das velocidades das reações de fosfo- 
rilação e desfosforilação das duas cascatas bicíclicas. Essas 
cascatas, uma controlando a velocidade de degradação de 
glicogênio e a outra controlando a velocidade de síntese de 
glicogênio, estão intimamente relacionadas. Elas são rela- 
cionadas pela proteína-cinase A e pela fosforilase-cinase, 
as quais, por meio de fosforilação, ativam a glicogênio- 
-fosforilase e inativam a glieogênio-sintase (Fig. 18.13). 
As cascatas são também relacionadas pela fosfoproteína- 
-fosfatase 1, que no fígado é inibida pela fosforilase a e, 
portanto, incapaz de ativar (desfosforilar) a glicogênio- 
-sintase, a menos que antes inative (também por desfosfo- 
rilação) a fosforilase a. 

a. Hormônios são importantes reguladores do metabolismo 
do glicogênio 

O metabolismo do glicogênio é basicamente regulado pe- 
los hormônios peptídicos insulina (Fig. 7.2) e glucagon, que 
atuam em oposição um ao outro, 

H 3 N - His - Ser - Ght- Gly - Thr - Phe - Thr - Ser - Asp- Tyr - 10 

Ser - Lys - Tyr - Leu - Asp - Ser - Arg - Arg - Ala - Gin- 20 
Asp - Phe - Vai - Gin - Trp - Leu - Met - Asn - Thr - COO " 29 

Glucagon 

juntamente com os hormônios suprarrenais adrenalina e 
noradrenalina: 

OH 



HO — C— H 


ch 2 

+ nh 2 

X X = CH 3 Adrenalina 

X = H Noradrenalina 

Estímulos hormonais nas membranas plasmáticas das células 
ocorrem por meio da mediação de proteínas transmembranas 
chamadas receptores. Diferentes tipos celulares têm diferentes 
complementos de receptores e, portanto , respondem a diferen- 
tes grupos de hormônios. Por exemplo, tanto as células hepá- 
ticas quanto as musculares possuem receptores de insulina e 
receptores adrenérgicos (receptores que respondem à adre- 
nalina e à noradrenalina) em abundância, enquanto recepto- 
res para glucagon são mais prevalentes no fígado do que no 
músculo esquelético. 
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b. Segundos mensageiros fazem a mediação da degradação 
de glicogênio estimulada por glucagon e adrenalina 
A resposta ao glucagon e à adrenalina envolve a liberação, no 
interior das células, de moléculas conhecidas como segundos 
mensageiros, isto é, mediadores intracelulares da mensagem 
hormonal recebida do exterior. Diferentes receptores atuam 
na liberação de diferentes segundos mensageiros. De fato, o 
AMPc foi o primeiro exemplo de segundo mensageiro conhe- 
cido. Earl Sutherland o identificou por meio da demonstração 
de que o glucagon e a adrenalina atuam na superfície celu- 
lar estimulando a adenilciclase (AC) a aumentar a [AMPc] 
(o mecanismo de ativação da AC e a discussão de outros se- 
gundos mensageiros, incluindo Ca 2+ , tnositol-l,4,5-tril'osfato 
(IP,) e diacilglicerol (DAG), é tratado nas Seções 19.2D e 
19.4A). Após essa descoberta, ficou evidente que o AMPc, 
que está presente em todas as formas de vida, é um elemento 
de controle essencial em muitos processos biológicos. 

Quando a estimulação hormonal por glucagon ou adre- 
nalina aumenta a concentração intracelular de AMPc, a 
atividade da proteína-cinase A aumenta, aumentando as 
velocidades de fosforilação de muitas proteínas e também 
diminuindo as velocidades de desfosforilação. Uma dimi- 
nuição nas velocidades de desfosforilação, como observado 
anteriormente, aumenta os níveis de fosforilação do inibidor 
1 da fosfoproteína-fosfatase, que por sua vez inibe a fosfo- 
proteína-fosfatase 1. Um aumento na concentração dafosfo- 
rilase a também contribui para a inibição da fosfoproteína- 
-fosfatase 1. 

Devido às propriedades de amplificação da cascata cíclica, 
uma pequena mudança na [AMPc] resulta em grande mudan- 
ça na proporção das enzimas nas formas fosforiladas. Q uando 
uma grande proporção das enzimas do metabolismo do glico- 
gênio está presente na forma fosforilada, o fluxo metabólico 
está no sentido da degradação do glicogênio, uma vez que a 
glicogênio-fosforilase está ativa e a glicogênio-sintase está 
inativa. Quando a [AMPc] diminui, as velocidades de fosfori- 
lação diminuem, as velocidades de desfosforilação aumentam 
e a proporção das enzimas nas suas formas desfosforiladas 
aumenta. A consequente ativação da glicogênio-sintase e a 
inibição da glicogênio-fosforilase causam uma mudança no 
sentido do fluxo para a síntese líquida de glicogênio. 

F. Manutenção dos níveis de glicose sanguínea 

Uma função importante do fígado é a manutenção da con- 
centração de glicose no sangue (a principal fonte de combus- 
tível do cérebro) em ~ 5 mM. Quando a [glicose] diminui 
abaixo desse nível, em geral durante o exercício ou muito 
tempo depois da digestão dos alimentos, o fígado libera gli- 
cose na corrente circulatória. O processo é mediado pelo 
hormônio glucagon, conforme descrito abaixo: 

1. A glicose inibe as células a pancreáticas de secretarem 
glucagon na corrente circulatória. Quando baixa a concen- 
tração de glicose no sangue, essa inibição é relaxada, fazendo 
com que as células a secretem glucagon. 

2. Os receptores de glucagon na superfície da célula hepá- 
tica respondem à presença de glucagon ativando a adenilato- 
-ciclase e, devido a isso, aumentando a [AMPc] dentro dessas 
células. 


3. O aumento da [AMPc] , como descrito acima, dispara um 
aumento na velocidade de degradação de glicogênio, levan- 
do a um aumento intracelular na [G6P] . 

4. A G6P, ao contrário da glicose, não pode passar através 
da membrana celular. Entretanto, no fígado, que não utiliza 
glicose como fonte principal de energia, a enzima glicose-6- 
•fosfatase (G6Pase) hidrolisa G6P: 

G6P + H 2 0 » glicose + P ; 

A glicose resultante entra na corrente sanguínea, aumentan- 
do a concentração de glicose no sangue. Porém, as células do 
cérebro e do músculo não possuem GóPase, de forma que 
elas retêm G6P. 

A hidrólise de G6P requer transporte intracelular de 
G6P. Ela é produzida no citosol, enquanto a GóPase é uma 
proteína TM que reside na membrana do retículo endoplas- 
mático (RE) com seu sítio ativo no lúmen do RE. A G6P 
deve, portanto, ser transportada pelo RE, o que se dá por 
meio da G6P-transladase, antes de ser hidrolisada. O P e a 
glicose resultantes são transportados para o citosol por uma 
via de proteínas transportadoras específicas (Seção 18.3G). 
Um defeito em qualquer um dos componentes desse sistema 
de hidrólise da G6P resulta na doença de armazenamento de 
glicogênio tipo 1 (Seção 18.4). 

Como esse delicado sistema equilibrado responde a um 
aumento na [glicose] no sangue? Quando o açúcar no sangue 
é alto, em geral após a digestão de uma refeição, os níveis de 
glucagon diminuem, e as células (1 pancreáticas liberam insuli- 
na. A velocidade de transporte da glicose por muitas membra- 
nas celulares aumenta em resposta à insulina (pelo transporta- 
dor de glicose dependente de insulina GLUT4; Seção 20.2E), 
a [AMPc] diminui e o metabolismo do glicogênio muda de 
degradação de glicogênio para síntese de glicogênio. O meca- 
nismo de ação da insulina é bastante complexo e não é com- 
pletamente compreendido (Seções 19.3 e 19.4F), mas uma das 
suas enzimas- alvo parece ser a fosfoproteína-fosfatase 1. 

No músculo, a insulina e a adrenalina têm efeitos anta- 
gônicos no metabolismo do glicogênio. A adrenalina pro- 
move glicogenólise pela ativação da cascata de fosforilação 
dependente de AMPc, que estimula a degradação do gli- 
cogênio e, simultaneamente, inibe a síntese de glicogênio. 
A insulina, como visto na Seção 18.3Cg, ativa a proteína- 
-cinase estimulada por insulina a fosforilar o sítio 1 da subu- 
nidade G M ligante de glicogênio da fosfoproteína-fosfatase 
1 de forma a ativar essa proteína para desfosforilar as enzi- 
mas do metabolismo do glicogênio (Fig. 18.22). O armaze- 
namento de glicose na forma de glicogênio é estimulado por 
meio da inibição da degradação e do estímulo da síntese de 
glicogênio. 

No fígado, parece que a glicose e a glicose -6-fosf ato po- 
dem ser os mensageiros aos quais o sistema do metabolismo 
do glicogênio responde. A glicose inibe afosforilase a por li - 
gar-se apenas ao sítio ativo no estado T inativo da enzima, mas 
de uma maneira diferente do substrato. A presença de glico- 
se, entretanto, modifica o equilíbrio T ^ R da fosforilase a 
para o lado do estado T (Fig. 18.10, à direita). Essa mudança 
conformacional, como visto na Seção 18.3Cg, expõe o grupo 
fosforil da Ser 14 à fosfoproteína-fosfatase 1, resultando na 
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Tempo depois de infusão de glicose (min) 

FIGUf A 18.23 As atividades enzimáticas da fosforilase a e da 
glicogênio-sintase de fígado de camundongo em resposta a uma 
infusão de glicose. A fosforilase a é rapidamente inativada, e, 
um pouco depois, a glicogênio-sintase é ativada. (Segundo Stal- 
mans, W., De Wulf, H., Hue, L., e Hers, H.-G. Eur., J. Biochem. 
41, 129 [1974].) 

desmodificação da fosforilase a. Consequentemente, um au- 
mento na concentração de glicose promove a inativação da 
glicogênio-fosforilase a por meio da conversão da enzima em 
fosforilase b (Fig. 18.23; isto é, a fosforilase a atua como um 
receptor de glicose). A concomitante liberação da inibição 
da fosfoproteína-fosfatase 1 (lembre que ela se liga especifi- 
camente e é inativada pela fosforilase a), de uma forma geral, 
resulta na ativação (desfosforilação) da m-glicogênio-sintase 
b. Além disso, a glicose é convertida em G6P pela glicocinase 
(ver a seguir), que facilita a desfosforilação e a consequente 
ativação da m-glicogênio-sintase b em o-glicogênio-sintase a. 
Acima de uma concentração de glicose de 7 m M, esses pro- 
cessos invertem o sentido do metabolismo do glicogênio de 
degradação para síntese. O fígado pode, portanto, armazenar 
o excesso de glicose na forma de glicogênio. 

a. A glicocinase forma G6P a uma velocidade proporcional à 
concentração de glicose 

A função do fígado em “tamponar” a [glicose] do sangue é 
possível porque esse órgão contém uma forma variante de 
hexocinase (a primeira enzima glicolítica; Seção 17.2 A), co- 
nhecida como glicocinase (GK; também denominada hexo- 
cinase D e hexocinase IV). Na maioria das células, a hexoci- 
nase obedece à cinética de Michaelis-Menten, tem uma alta 
afinidade por glicose (K M < 0,1 iriM; valor no qual a [glicose] 
é tal que a enzima atinge uma velocidade igual à metade de 
sua velocidade máxima; Seção 14.2A) e é inibida pelo pro- 
duto da reação, G6P. Já, a GK tem uma afinidade muito me- 
nor por glicose (atinge metade da velocidade máxima em ~5 
m M) e apresenta uma cinética sigmoidal com uma constante 
de Hill (Seção lO.lBb) de 1,5; desse modo a atividade au- 
menta rapidamente quando a [glicose J no sangue ultrapassa 
a faixa de concentração normal (Fig. 18.24; ver o Problema 
7 deste capítulo). Além disso, a GK não é inibida por con- 
centrações fisiológicas de G6P. Consequentemente, quanto 
maior a [glicose] sanguínea, mais rápido o fígado converte 


glicose em G6P (as células do fígado, ao contrário da maioria 
das células, possuem uma grande quantidade do transpor- 
tador de glicose independente de insulina GLUT2 (Seção 
20.2Eb), sendo, portanto, livremente permeáveis à glicose; a 
velocidade de transporte é insensível à insulina) . Assim, em 
baixa [glicose], o fígado não compete com os outros tecidos 
pela glicose disponível. Em [glicose] sanguínea alta, quan- 
do as necessidades dos demais tecidos por glicose estiverem 
satisfeitas, o fígado converte glicose em G6P. O excesso de 
glicose no fígado induz a ativação da glicogênio-fosforilase 
e a liberação de fosfoproteína-fosfatase 1, e a G6P facilita, 
alostericamente, a ativação da glicogênio-sintase via desfos- 
forilação. O resultado final é a conversão do excesso de gli- 
cose em glicogênio pelo fígado. (Observe que, como a GK é 
uma enzima monomérica, a curva sigmoide da velocidade de 
ativação por [glicose] é um enigma à luz dos vários modelos 
de modulação alostérica, que indicam que as enzimas mono- 
méricas são incapazes de apresentar cooper atividade. Uma 
vez que a GK não apresenta cinética de Michaelis-Menten, a 
concentração de glicose na qual a enzima apresenta metade 
da velocidade máxima é conhecida como K 05 , em analogia 
com a definição operacional de K M .) 

A GK está sujeita a controles metabólicos. Emile Van 
Schaftingen isolou a proteína regulatória da glicocinase (um 
monômero de 625 resíduos de aminoácidos) de fígado de 
rato, que, na presença do intermediário glicolítico frutose-6- 
-fosfato (G6P), é um inibidor competitivo da glicocinase. A 
frutose-1 -fosfato (F1P), um intermediário do metabolismo 
hepático da frutose (Seção 17. 5 A), supera essa inibição. Uma 
vez que a disponibilidade de frutose é proveniente apenas 
das fontes normais da dieta (isto é, da sacarose), a frutose 
pode ser o sinal que ativa a tomada da glicose da dieta pelo 
fígado. 



FIGURA 18.24 Comparação entre as atividades enzimáticas 
da hexodnase e da glicocinase na faixa fisiológica de glicose 
sanguínea. A afinidade da glicocinase por glicose (K (] S = 5 
mM) é muito mais baixa do que a afinidade da hexocinase (K w 
= 0,1 mM) e exibe variação sigmoide em vez de hiperbólica 
com a [glicose]. (A curva da glicocinase foi gerada a partir da 
equação de Hill — equação [10.7] — com K = 10 mM e n = 1,5, 
como determinado por Cardenas, M.L., Rabajille, E., e Nie- 
meyer, H., Eur. J. Biochem. 145, 163-171 [1984].) 
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b. A glicocinase regula a homeostase da glicose via um 
mecanismo intracelular 

A localização intracelular desempenha um papel importante 
na inibição da GK pela proteína regulatória da glicocinase. 
A GK translada-se livremente entre o núcleo e o citoplasma. 
Entretanto, a proteína regulatória da glicocinase localiza-se 
exclusivamente no núcleo, Quando a concentração de gli- 
cose é baixa, a GK permanece ligada à proteína regulatória 
da glicocinase no núcleo, onde ela não tem possibilidade de 
fosforilar glicose. Quando a concentração de glicose e/ou 
de F1P aumenta, a GK dissocia-se da proteína regulatória 
da glicocinase e passa para o citoplasma, onde vai fosforilar 
glicose a G6P, iniciando o caminho na direção da síntese de 
glicogênio. O antagonismo entre a GK e a proteína regula- 
tória da glicocinase é o principal mecanismo de controle da 
fosforilação e do metabolismo do glicogênio no fígado. Os 
coeficientes de controle de fluxo (Seção 17.4Ca) nas células 
hepáticas são próximos de + 1 para a GK e de — 1 para a pro- 
teína regulatória da glicocinase (coeficientes de controle de 
fluxo negativos são indicativos de inibição). É essa relação 
contrabalance ada que forma o mecanismo altamente sensí- 
vel de manutenção da homeostase da glicose. 

A fosfoglicomutase, que possui atividade alta o suficien- 
te para equilibrar substrato e produto, e funciona, portanto, 
em ambas as direções, transforma G6P em G1P, que então é 
convertida em glicogênio. Parte da G6P é também converti- 
da em glicose pela ação da glicose -6-fosfatase, fazendo um 
ciclo “fútil”. Aparentemente, este é o preço energético para 
haver um “tamponamento” efetivo da glicose sanguínea. 

c. A frutose-2,6-hifosfato ativa a glicólise 
p-o-frutose-2,6-bi fosfato (F2.6P) 

" 2 0 3 P—0H 2 C O o— POf- 

<FH HOy | 

H >| |r CH 2 OH 
HO H 

(i-D-frutose-2 ,6-bifo sfato 
(F2,6P) 

também é um fator importante na manutenção da [glicose] 
no sangue. A F2,6P, que não é um metabólito da via glicolí- 
tica, é um ativador alostérico extremamente potente da fosfo- 
frutocinase (PFK) animal e um inibidor da frutose-bifosfatase 


( FBPase ). A F2,6P, que foi descoberta em 1980 indepen- 
dentemente por Simon Pilkis, por Emile Van Schaftingen 
e Henri-Géry Hers e por Kosaku Uyeda, estimula o fluxo 
glicolítico (o ciclo de substrato F6P-FBP está discutido na 
Seção 17.4Ff). 

A concentração celular de F2,6P depende do equilíbrio 
entre as velocidades de síntese e de degradação pela fosfofru- 
tocinase-2 ( PFK-2 ; também denominada 6PF-2K) efrutose- 
-bifosfatase-2 (FBPase-2; também chamada de F-2,6-Pase), 
respectivamente (Fig. 18.25). As atividades dessas enzimas 
estão localizadas em domínios diferentes de uma única 
proteína homodimérica de —100 kDa, denominada PFK- 
2/FBase-2. A estrutura por raios X do mutante H256A da 
PFK-2/FBase-2 de testículo de rato complexada com F6P, P /5 
succinato e o análogo não hidrolisável de ATP, adenosina-5'- 
(p-Y-imido)trifosfato (AMPPNP) 


“O — P — NH— P — O — P — CH 
II I 

0“ Cr 



OH OH 


Adenosina-5' - (p, v- imid o) trif o sfato 

(AMPPNP) 

foi determinada por Ueda e Charles Hasemann (Fig. 18.26). 
Ela indica, concordando com vários outros estudos, que a 
atividade da PFK-2 localiza-se nos domínios N-terminais de 
cada uma das subunidades de 246 resíduos de amino ácidos, 
ao passo que a atividade da FBPase-2 localiza-se nas extre- 
midades C-terminais de cada uma das subunidades de 213 
resíduos. O succinato, que se liga nas vizinhanças do grupo 
fosfato 7 da AMPPNP, supostamente ocupa o bolsão de liga- 
ção para F6P do sítio ativo da PFK-2, enquanto F6P e P ( mar- 
cam o sítio de Ügação para F2,6P no sítio ativo da FBPase. 
O domínio da FBPase-2 é estruturalmente relacionado com 
a enzima da via glicolítica fosfoglicerato-mutase (PGM; 
Seção 17. 2H) e possui um mesmo mecanismo de catálise en- 
volvendo um intermediário covalente fosfo-His (His 256 na 
FBPase). O domínio PFK-2 é estruturalmente relacionado 
com a adenilato-cinase (Seção 17.4Fe), mas não relacionado, 
como foi especulado, à PFK (também denominada de PFK- 
1, para distinguir essa enzima glicolítica da PFK-2). 


^rpp PFK-2 hepática 


2 0,P — o— HoC 




ch 2 oh 


HO H 



p -D-frutose -6-f o sf at o 

(F6P) 


p-D-frutos e-2, 6-bif o sfat o 
(F2,6F) 


FBPase-2 hepática 
(fosfoenzima) H 2 0 


FIGUR/ 18.25 Formação e degradação da p-D-frutose-2,6-bifosfato catalisada pela PFK-2 e pela FBPase-2. Essas duas ativida- 
des enzimáticas ocorrem em diferentes domínios da mesma molécula proteica. A desfosforilação da enzima hepática ativa a PFK-2, 
mas desativa a FBPase-2. 
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FI3URA 18.26 Estrutura por raios X do mutante H256Á da 
PFK-2/FBPase-2 de testículo de rato. O domínio N-terminal da 
PFK-2 está em azul e o domínio C-terminal da FBPase-2 está em 
verde-limão. Os ligantes Mg ; -AMPPNP, succinato, F6P e P- es- 
tão representados na forma de volume atômico e coloridos con- 
forme o tipo de átomo (C do AMPPNP em verde, C do succinato 
em magenta, C do F6P em ciano, N em azul, O em vermelho, 

2 -f - 

Mg" em verde-claro e P em cor de laranja). O P„ que ocupa o sí- 
tio de ligação do grupo fosfato 2 da F2,6P, está em posição opos- 
ta ao sítio que seria ocupado pela cadeia lateral da His 256 (em 
magenta) da enzima selvagem, para a qual ele seria transferido 
na reação catalítica. O succinato ocupa a suposta bolsa de ligação 
da F6P no domínio PFK-2. (Com base na estrutura por raios X 
determinada por Kosaku Uyeda e Charles Hasemann, Universi- 
ty of Texas Southwestem Medicai Center, EUA. PDBid 2BIF.) 

As atividades enzimáticas da PFK-2/FBPase-2 estão su- 
jeitas à regulação alostérica por vários intermediários do me- 
tabolismo e também por fosforilação e desfosforilação pela 
proteína-cinase A e pela fosfoproteína-fosfatase. A fosfori- 
lação da enzima do fígado na Ser 32 inibe a atividade PFK-2 
e ativa a atividade FBPase-2. Por conseguinte, as células a 
do pâncreas liberam glucagon em resposta à baixa [glicose] 
sanguínea, resultando, por meio do aumento da [AMP] he- 
pática, em diminuição da atividade da PFK-1, inibindo, con- 
sequentemente, a glicólise. Dessa forma, a G6P resultante 
da estimulação simultânea da degradação do glicogênio é 
convertida em glicose, a qual, por sua vez, é secretada, em 
vez de ser metabolizada. Simultaneamente, a desinibição da 
FBPase-2 (também chamada de FBPase-1 para distinguir da 
FBPase-2) devido à diminuição na [F2,6P] estimula a glico- 
neogênese - a formação de glicose a partir de precursores 
não glicolíticos como os aminoácidos por uma via que efeti- 


vamente inverte o fluxo da glicólise (e no qual a FBPase-1 é 
a enzima regulatória-chave; Seção 23.1). Esse processo for- 
nece uma segunda maneira de produzir glicose. De manei- 
ra oposta, quando a [glicose] sanguínea é alta, os níveis de 
AMPc diminuem, e a PFK-2/FBPase-2 é desfosforilada pela 
fosfoproteína-fosfatase- 1 ativadora da PFK-2, que, por sua 
vez, provoca um aumento na [F2,6P]. Consequentemente, a 
PFK-1 é ativada, a FBPase-1 é inibida, e o fluxo líquido da 
glicólise muda da gliconeogênese para a glicólise. 

O sistema de controle por F2,6P no músculo esquelético 
e no músculo cardíaco funcionam de maneira um tanto di- 
ferente do que no fígado devido à presença, nesses tecidos, 
de diferentes isoenzimas de PFK-2/FBPase-2. Nos músculos 
cardíaco e esquelético, o aumento na degradação de glicogê- 
nio é coordenado com um aumento na glicólise, e não com 
um aumento na secreção de glicose. Isso porque a fosforila- 
ção das isoenzimas da PFK-2/FBPase-2 do músculo cardíaco 
ocorre em uma posição completamente diferente (Ser 406 
e Thr 475 da proteína de 470 resíduos) daquela que ocorre 
na isoenzima de fígado (Ser 32 da proteína de 470 resíduos) 
e ativa a PFK-2 no lugar de inibi-la. Consequentemente, os 
hormônios que estimulam a degradação de glicogênio tam- 
bém aumentam a [F2,6BP] do músculo cardíaco, de modo 
que também a glicólise é estimulada. As isoenzimas do mús- 
culo esquelético e do testículo não possuem o conjunto de sí- 
tios de fosforilação e, portanto, não estão sujeitas ao controle 
por fosforilação dependente de AMPc. 

G. Resposta ao estresse 

A adrenalina e a noradrenalina (chamados hormônios 
de “lutar ou fugir”) são liberadas na corrente circulató- 
ria pelas glândulas suprarrenais em resposta ao estresse. 
Os receptores de adrenalina (conhecidos como receptores 
(i-adrenérgicos; Seção 19. 1F) presentes na superfície das cé- 
lulas do músculo e do fígado respondem a esses hormônios, 
assim como receptores de glucagon respondem à presença 
de glucagon; eles ativam a adenilato-ciclase, aumentando a 
[AMPc] intracelular. De fato, a adrenalina também estimu- 
la as células a pancreáticas a liberar glucagon, que aumenta 
ainda mais a [AMPc]. O G6P produzido pela consequente 
degradação de glicogênio muscular entra na via glicolítica, 
dessa forma gerando ATP e ajudando o músculo a suportar o 
estresse gerado pela liberação de adrenalina. 

A resposta do fígado ao estresse, além da resposta ao 
glucagon liberado pelo estímulo da adrenalina pancreática, 
envolve a resposta ao estímulo da adrenalina por meio de 
dois tipos de receptores, os receptores p-adrenérgicos, como 
visto anteriormente, e os receptores a-adrenérgicos. Os re- 
ceptores a-adrenérgicos atuam estimulando a fosfolipase C a 
liberar outros segundos mensageiros, inositol-l,4,5-trifosfato 
(IP 3 ), diacilglicerol (DAG) e Ca 2 (Fig. 18.27a), que atuam 
para reforçar a resposta da célula ao AMPc. Como mencio- 
nado na Seção 18.3Cf, a fosforilase-cinase, que ativa a glico- 
gênio-fosforilase e inativa a glicogênio-sintase, é plenamente 
ativa apenas quando ambas estiverem fosforiladas e na pre- 
sença de [Ca 2 ] aumentada. Além disso, a glicogênio-sintase 
é ativada pela fosforilação de várias outras proteínas-cinases 
dependentes de Ca 2+ , incluindo a proteína-cinase C (Seção 

■*Tl j 

18.3D). A proteína-cinase C requer DAG e Ca" para sua 
atividade (Seção 19.4C). Essa estimulação dupla dos recep- 
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FIGURA 18.27 Resposta do fígado ao 
estresse, (a) A estimulação dos recep- 
tores a-adrenérgicos pela adrenalina 
ativa a fosfolipase C para hidrolisar o 
fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP Z ) a 
inositoI-l,4,5-trifosfato (IP 3 ) e a diacilgli- 
cerol (DAG), (b) A participação de dois 
sistemas de segundo mensageiro: estímulo 
da glicogenólise e inibição da síntese de 
glicogênio, mediados pelo AMPc, desen- 
cadeados pelo glucagon e pela ativação de 
receptores (3-adrenérgicos; e estimulação 
da glicogenólise, mediadas por IP 3 , DAG 
e Ca 2 ! , e inibição da síntese de glicogênio, 
desencadeada pela ativação de receptores 
a-adrenérgicos. O IP 3 estimula a liberação 
de Ca i do retículo endoplasmático, en- 
quanto DAG, juntamente com Ca“ ; , ativa 
a proteína-cinase C para fosforilar e, assim, 
inativar a glicogênio-sintase. A G6Pase 
localiza-se no retículo endoplasmático. 
Consequentemente, a G6P produzida no 
citosol é transportada para o retículo endo- 
plasmático pela Tl G6P- translada se. onde 
é hidrolisada à glicose e P f . O P ; e a glicose 
retornam para o citosol pelos transportado- 
res T2 e T3, respectivamente, e a glicose é 
exportada da célula pelo transportador de 
glicose GLUT2. 
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tores em resposta à adrenalina leva à produção de G6P pelo 
fígado, que é hidrolisada pela GóPase, resultando na libera- 
ção de glicose na corrente circulatória, estimulando, dessa 
forma, ainda mais os músculos (Fig. 18.276). 

4 DOENÇAS DE ARMAZENAMENTO DO GLICOGÊNIO 

Uma vez que o metabolismo do glicogênio é um sistema tão fi- 
namente controlado, não é surpreendente que deficiências en- 
zimáticas determinadas geneticamente resultem em doenças. 
O estudo dessas doenças e as deficiências enzimáticas associa- 
das a elas propiciaram maior compreensão sobre o equilíbrio 
do sistema. Nesse sentido, doenças genéticas são valiosas fer- 
ramentas de pesquisa. Por sua vez, a caracterização bioquími- 
ca das vias afetadas por uma doença genética conduz, muitas 
vezes, como será visto adiante, a estratégias proveitosas para 
seu tratamento. Muitas das doenças que foram caracterizadas 
resultam de deficiências hereditárias de uma ou outra enzima 
do metabolismo do glicogênio. Esses defeitos estão listados na 
Tabela 18.1 e discutidos nessa seção. 

Tipo I: deficiência de giicose-6-fosfatase 

(doença de von Gierke) 

A GóPase catalisa a etapa final que leva-a liberação de gli- 
cose pelo fígado na corrente circulatória. A deficiência des- 
sa enzima resulta no aumento da [G6P] intracelular, o que 
leva a um grande acúmulo de glicogênio de estrutura normal 
nos rins e no fígado (lembre que a G6P inibe a glicogênio - 
-fosforilase e ativa a glicogênio-sintase) e à incapacidade em 
aumentar a concentração de glicose no sangue como resposta 
ao glucagon e à adrenalina. Dificuldades semelhantes apa- 
recem quando ocorrem defeitos na proteína que transporta 
glicose pela membrana plasmática da célula hepática (Seção 
20.2Eb) ou em qualquer proteína do transporte da glicose, da 
G6P ou da P; através da membrana do retículo endoplasmá- 
tico (Seção 18.3F; Fig. 18.276). Os sintomas da doença de ar- 
mazenamento de glicogênio Tipo I incluem enorme hepato- 
megalia, hipoglicemia (baixa glicose sanguínea) severa após 
algumas horas de jejum e deficiência de desenvolvimento. O 


tratamento dessa doença inclui inibição, induzida por medi- 
camento, da absorção de glicose pelo fígado para aumentar 
a [glicose] sanguínea, alimentação intragástrica contínua 
noturna, novamente para aumentar a [glicose] sanguínea, 
administração oral de amido de milho cru (que é degradado 
vagarosamente em glicose) e transposição cirúrgica da veia 
porta, que normalmente alimenta o fígado diretamente do 
intestino, de forma a permitir que esse sangue rico em glico- 
se chegue aos tecidos periféricos antes de chegar ao fígado. 
Esse último tratamento apresenta o benefício adicional de 
permitir que os tecidos recebam mais glicose e ao mesmo 
tempo diminuir o armazenamento de glicose sob a forma de 
glicogênio hepático. Transplante hepático foi bem-sucedido 
nos poucos pacientes em que esse tratamento foi utilizado. 

Um protocolo de terapia gênica (Seção 5.5H) está sen- 
do desenvolvido para corrigir a doença de armazenamento 
de glicogênio tipo I. Um camundongo nocaute deficiente em 
GóPase (Seção 5.5H) foi tratado com um vetor virai conten- 
do o gene da GóPase m urina. Esse tratamento, que libera 
GóPase no fígado desses camundongos, aumenta considera- 
velmente a sobrevida e corrige a anormalidade metabólica 
associada a esta doença de armazenamento de glicogênio. 

Tipo II: deficiência de a-l,4-gllcosidase 

(doença de Pompe) 

Essa é a doença de armazenamento de glicogênio mais de- 
vastadora. Ela resulta de um grande acúmulo de glicogênio 
de estrutura normal nos lisossomos de todas as células e cau- 
sa a morte por falha cardiorrespiratória, em geral antes de 1 
ano de idade. Não abordou-se a a-l,4-glicosidase nas seções 
sobre as vias de degradação e síntese do glicogênio, uma vez 
que ela não está entre essas enzimas. Ela é encontrada nos 
lisossomos, onde atua na hidrólise do dissacarídeo maltose 
(Seção 11.2B) e de oligossacarídeos lineares, assim como nas 
ramificações externas do glicogênio, dessa forma produzindo 
glicose livre. Entretanto, essa segunda via do metabolismo 
da glicose não é quantitativamente importante. A razão pela 
qual os lisossomos normalmente captam e degradam grânu- 
los de glicogênio é desconhecida. 


TABELA 18.1 Doenças hereditárias de armazenamento de glicogênio 


Tipo 

Deficiência enzimática 

Tecido 

Nome comum 

Estrutura do glicogênio 

I 

Glicose-6-fosfatase 

Fígado 

Doença de von Gierke 

Normal 

II 

a-1 ,4-glicosidase 

Todos os lisossomos 

Doença de Pompe 

Normal 

III 

Amilo-1 ,6-glicosidase 

(enzima desramificadora de glicogênio) 

Todos os órgãos 

Doença de Cori 

Cadeias externas faltando ou 
muito curtas 

IV 

Amilo-(l,4 — >■ 1,6)- transglicosilase (en- 
zima ramificadora de glicogênio) 

Fígado, provavelmen- 
te todos os órgãos 

Doença de Andersen 

Cadeias muito longas não 
ramificadas 

V 

Glic og ênio-f osf orilas e 

Músculo 

Doença de McArdle 

Normal 

VI 

Glicogênio-fosforilase 

Fígado 

Doença de Hers 

Normal 

VII 

Fosfofrutocinase 

Músculo 

Doença de Tarui 

Normal 

VIII 

Fosforilase-cinase 

Fígado 

Deficiência de fosforilase- 
-cinase ligada ao X 

Normal 

IX 

Fosforilase-cinase 

Todos os tecidos 


Normal 

0 

Glicogênio-sintase 

Fígado 


Normal, deficiente em qua- 


lidade 
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Tipo III: deficiência de amilo-l,6-glicosidase (enzima 
desramificadora de glicogênio) (doença de Cori) 

Nessa doença, glicogênio de estrutura anormal contendo ra- 
mificações externas muito pequenas é acumulado tanto no 
músculo como no fígado, uma vez que, na ausência da enzi- 
ma desramificadora, o glicogênio não pode mais ser degra- 
dado. Os sintomas hipoglicêmicos são semelhantes, mas não 
tão severos, quanto aqueles da doença de von Gierke (Tipo 
I). A baixa concentração de açúcar no sangue, que nesse caso 
é o resultado de uma eficiência diminuída na degradação 
de glicogênio, é tratada com alimentações frequentes e com 
uma dieta rica em proteína (em resposta à baixa concentra- 
ção de açúcar no sangue, o fígado, por meio da gliconeogê- 
nese [Seção 23,1], sintetiza glicose a partir de aminoácidos) . 
Por razões desconhecidas, os sintomas da doença de Cori 
muitas vezes desaparecem na puberdade. 

Tipo IV: deficiência de amilo-(l,4 l,6)-transglicosi!ase 
(enzima ramificadora de glicogênio) 

(doença de Andersen) 

Essa é uma das mais severas doenças de armazenamento de 
glicogênio; por causa da disfunção hepática, as vítimas rara- 
mente sobrevivem após os 5 anos de idade. A concentração 
de glicogênio no fígado não está aumentada, mas sua estru- 
tura é anormal, com cadeias não ramificadas muito longas, 
resultado da falta da enzima ramificadora de glicogênio. Essa 
diminuição de ramificações diminui consideravelmente a so- 
lubilidade do glicogênio. Foi sugerido que a disfunção hepá- 
tica deve ser causada por reação imunológica a um “corpo 
estranho”, o glicogênio anormal. 

Tipo V: deficiência da giícogênio-fosforilase muscular 
(doença de McArdle) 

Mencionou-se essa condição quando discutiu-se que a sínte- 
se e a degradação de glicogênio ocorrem por vias diferen- 
tes (Seção 18.2). O principal sintoma dessa doença, que se 
manifesta de forma severa na juventude, é cãibra muscular 
dolorida durante o exercício. Essa situação é o resultado da 
incapacidade do sistema de degradação do glicogênio de for- 
necer combustível suficiente para a glicólise de modo a suprir 
a demanda metabólica de ATP. Estudos por RM marcada 
com 31 P no músculo do antebraço humano confirmaram essa 
conclusão pela demonstração de que o exercício em indiví- 
duos com doença de McArdle conduz a níveis elevados de 
ADP muscular, em comparação a indivíduos normais (Fig. 
18.28), Curiosamente, se vítimas de McArdle continuam seus 
exercícios após um pequeno descanso, suas cãibras cessam. 
Esse efeito “secundário” foi atribuído à troca do metabolis- 
mo muscular de anaeróbio para aeróbio assim como à vaso- 
dilatação, que oferece ao músculo um acesso maior à glicose 
e a ácidos graxos no sangue para uso como combustível al- 
ternativo ao glicogênio. A glicogênio-fosforilase hepática é 
normal nesses indivíduos, sugerindo a presença de diferentes 
isoenzimas da glicogênio-fosforilase no fígado e no músculo. 

Tipo Vi: deficiência da glicogênio-fosforilase hepática 
(doença de Hers) 

Pacientes com deficiência de fosforilase hepática apresentam 
sintomas semelhantes àqueles com as formas moderadas de 
doença de armazenamento de glicogênio Tipo I. A hipogli- 
cemia, nesse caso, resulta da incapacidade da glicogênio-fos- 
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FiGÜRA 18.28 Concentração de ADP nos músculos do ante- 
braço durante o repouso e após o exercido em indivíduos nor- 
mais e em indivíduos com doença de McArdle. A concentração 
de ADP foi determinada por meio de medidas de RM P em 
antebraços intactos. (Segundo Radda, G.K., Biochem. Soc. 
Trans. 14, 522 [1986].) 

forilase de responder à necessidade de produção de glicose 
pelo fígado. 

Tipo Vii: deficiência de fosfofrutocinase muscular 

(doença de Tarui) 

O resultado da deficiência da enzima glicolítica PFK-1 no mús- 
culo é um acúmulo anormal dos metabólitos glicolíticos G6P e 
F6P. Altas concentrações de G6P aumentam as atividades da 
glicogênio-sintase (a G6P ativa a glicogênio-sintase e inativa 
a glicogênio-fosforilase) e de UDP-glicose-pirofosforilase (a 
G6P está em equilíbrio com G1P, um substrato para a enzi- 
ma), de forma a acumular glicogênio no músculo. Outros sin- 
tomas são semelhantes àqueles da doença de armazenamento 
de glicogênio Tipo V, deficiência de fosforilase muscular, uma 
vez que a deficiência de PFK impede que a glicólise consiga 
suprir a demanda de ATP para a contração muscular. 

Tipo VIII: deficiência de fosforilase-cinase hepática 

(deficiência de fosforilase-cinase ligada ao X) 

Alguns indivíduos com sintomas de doença de armazenamen- 
to de glicogênio Tipo VI têm fosforilase hepática de estrutura 
normal. Entretanto, eles apresentam uma fosforilase-cinase 
defeituosa, que resulta na incapacidade de converter fosfori- 
lase b em fosforilase a. O gene que codifica a subunidade a da 
fosforilase-cinase localiza-se no cromossomo X e, dessa for- 
ma, a doença Tipo VIII é ligada ao X em vez de ser autossômi- 
ca, como as demais doenças de armazenamento de glicogênio. 

Tipo IX: deficiência de fosforilase-cinase 
A deficiência de fosforilase-cinase, quando é autossômica 
recessiva, é causada por uma mutação em um dos genes codi- 
ficantes das subunidades [J, y e ô da fosforilase-cinase, Uma 
vez que diferentes órgãos contêm diferentes isoenzimas da 
fosforilase-cinase, os sintomas e a severidade da doença Tipo 
IX variam com os órgãos afetados. 


Dona! d Voet / Judiíh G. Voet 


Tipo O: Deficiência de glicogênio-síntase hepática 
A atividade de glicogênio-sintase hepática é extremamente 
baixa em indivíduos com essa doença. Eles apresentam hi- 
perglicemia após as refeições e hipoglicemia nos intervalos 
entre as refeições. Entretanto, a lesão primária pode não 
estar sempre na sintase, porque outros defeitos metabólicos 
podem levar a um desbalanço da cascata cíclica da glicogê- 
nio-sintase. O defeito primário da doença de armazenamento 
de glicogênio Tipo 0 ainda está sendo investigado. A doença 
de deficiência da glicogênio-sintase muscular foi descrita re- 


centemente. Os doentes ficam exaustos facilmente e desen- 
volvem anormalidades cardíacas que podem causar parada 
cardíaca súbita. Observe que essas são as únicas doenças de 
armazenamento de glicogênio conhecidas nas quais ocorre 
deficiência em vez de superabundância de glicogênio. Isso 
sugere que ausência completa de glicogênio é letal. 

Uma vez que muitas das doenças de armazenamento 
de glicogênio apresentam sintomas clínicos semelhantes, 
essas doenças são melhor diagnosticadas por meio de testes 
genéticos. 


RESUMO DO CAPÍTULO 


1 Degradação do glicogênio Nos animais, quando a glicose não 
é necessária como fonte de energia metabólica, ela é armazenada, 
predominantemente em células musculares e hepáticas, na forma 
de glicogênio, um glicano com ligações a(l — > 4) com ramificações 
a(l — ► 6) a cada 8 a 14 resíduos. A degradação do glicogênio em 
glicose-6-fosfato (G6P) é um processo de duas etapas. A glicogênio - 
-fosforilase catalisa a fosforólise da ligação glicosídica de um resíduo 
glicosil terminal para produzir glicose-l-fosfato (GIP). A fosfogli- 
comutase propicia a interconversão de GIP e G6P. A enzima desra- 
mificadora de glicogênio promove a degradação completa do glico- 
gênio ao catalisar a transferência de cadeias de três resíduos para a 
extremidade não redutora de outras cadeias e ao catalisar a hidrólise 
da unidade glicosil com ligações a(l — > 6) remanescente em glicose. 

2 Síntese do glicogênio O glicogênio é sintetizado a partir de 
G6P por uma via diferente daquela da degradação do glicogênio. 
A G6P é convertida a GIP sob a influência da fosfoglicomutase. A 
UDP-glicose-pirofosforilase utiliza UTP para converter GIP em 
UDP-glicose, o intermediário ativado na síntese de glicogênio. A 
hidrólise do produto PP, pela pirofosfatase inorgânica faz a reação 
ficar completa. Unidades glicosil são transferidas da UDP-glicose 
para o grupo C4-OH de um resíduo terminal em uma cadeia cres- 
cente de glicogênio pela glicogênio-sintase. A cadeia é iniciada pela 
glicogenina. As ramificações ocorrem pela ação da enzima ramifi- 
cadora de glicogênio, que transfere segmentos de ~7 resíduos das 
cadeias com ligações ot(l — > 4) para o grupo C6-OH de um resíduo 
glicosil na mesma ou em outra cadeia de glicogênio. 

3 Controle do metabolismo do glicogênio As velocidades nas 
quais o glicogênio é sintetizado pela glicogênio-sintase e degra- 
dado pela glicogênio-fosforilase são controladas pelos níveis de 
efetores alostéricos, como ATP, AMP, G6P e glicose. Sobreposto 
ao controle alostérico, há o controle pela fosforilação/desfosfori- 
lação dessas enzimas. As cinases e fosfatases que catalisam essas 
modificações são parte das cascatas de amplificação, que são, em 
última instância, controladas pelos hormônios glucagon, insulina 
e adrenalina e por Ca" . Glucagon e adrenalina estimulam a de- 
gradação de glicogênio por meio do estímulo da adenilato-cicla- 


se para aumentar a [AMPcJ intracelular. O AMPc é o “segundo 
mensageiro” que ativa a proteína-cinase A (PKA), que, por sua 
ativação pela fosforilase-cinase, leva à fosforilação de ambas, 
glicogênio-fosforilase e glicogênio-sintase. A fosforilação ativa 
a glicogênio-fosforilase, mas inativa a glicogênio-sintase. Além 
disso, a adrenalina causa um aumento na concentração de outros 
segundos mensageiros, inositoI-l,4,5-trifosfato (IP 3 ), diacilglicerol 

T _j_ *“ 

(DAG) e Ca“ , que reforçam as respostas dependentes de AMPc. 
O Ca , que é também liberado no músculo por impulsos nervo- 
sos, liga-se à calmodulina de forma a induzir essa proteína a ativar 
proteínas-cinases por meio de um mecanismo intrínseco pelo qual 
Ca i+ -CaM remove sequências autoinibitórias dos sítios ativos das 
cinases. Uma diminuição na [AMPcJ e/ou a presença de insulina 
leva à ativação da fosfoproteína-fosfatase-1, que então desfosforila 
a glicogênio-fosforilase e a glicogênio-sintase. 

As fosfoproteínas que participam do metabolismo do glicogê- 
nio são desfosforiladas pela ação da fosfoproteína-fosfatase-1, que 
está ativa apenas quando associada a uma partícula de glicogênio, 
por meio da intermediação das subunidades G L e G M ligantes de 
glicogênio. Quando a [glicose] é alta, o fígado sintetiza glicose-6- 
-fosfato (G6P) e glicogênio a partir de glicose pela ação da glicoci- 
nase (GK), que tem propriedades cinéticas distintas de outras he- 
xocinases, Quando a [glicose] é baixa, a GK é inibida pela proteína 
reguladora da glicocinase, e a GóPase hidrolisa a G6P produzida 
pela degradação do glicogênio (que é favorecido em baixa [glicose]) 
para exportação para outros tecidos. A concentração hepática de 
F2,6P, um ativador da PFK e inibidor da FBPase, também depende 
das velocidades de fosforilação e desfosforilação dependendentes 
de AMPc. Ela é sintetizada e degradada por meio da ação da PFK-2/ 
FBPase-2, cujas atividades enzimáticas são opostamente controla- 
das por regulação alostérica e por fosforilação/desfosfor ilação. 

4 Doenças de armazenamento do glicogênio As doenças de ar- 
mazenamento do glicogênio são causadas por deficiências genéticas 
de alguma das enzimas do metabolismo do glicogênio. Dez deficiên- 
cias diferentes, variando no grau de severidade, foram relatadas nos 
seres humanos. 
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PROBLEMAS 


1. Uma molécula de glicogênio formada por 100.000 resíduos de 
glicose é ramificada, em média, a cada 10 resíduos, com uma ramifi- 
cação por camada, (a) Quantas extremidades redutoras a molécula 
tem? (b) Em média, quantas camadas de ramificação a molécula 
possui? 

2. Uma partícula de glicogênio madura possui, geralmente 12 ca- 
madas de ramificações com 2 ramificações por camada e 13 resíduos 
por ramificação. Quantas moléculas de glicose uma partícula dessas 
tem? 

3 . Cálculos com base no volume de um resíduo de glicose e o pa- 
drão de ramificação de glicogênio celular indica que a molécula de 
glicogênio pode ter até 28 níveis de ramificação antes de ficar extre- 
mamente densa. Quais são as vantagens desta molécula e por que 
não é encontrada in v/fo? 

4. A energia livre de hidrólise de uma ligação glicosídica ct(l — > 
4) é —15,5 kJ ■ mol , enquanto o de uma ligação glicosídica a(l — > 
6) é —7,1 kJ • mol . Use esses dados para explicar o motivo pelo 
qual a desramificação de glicogênio inclui três reações [quebra e re- 
arranjo ligações a(l — ► 4) e hidrólise de ligações a(l — » 6)], enquan- 
to a ramificação do glicogênio requer apenas duas reações [quebra 
de ligações ot(l — > 4) e síntese de ligações a(l — » 6)], 

5. A oxidação completa da glicose até C0 2 e 0 2 rende 32 ATP 
(Seção 22.2Bc). Qual o custo energético, em porcentagem, de arma- 
zenar glicose como glicogênio e posteriormente metabolizar o glico- 
gênio, em vez de metabolizar a glicose diretamente? (Lembre que a 
estrutura ramificada do glicogênio faz a sua degradação resultar em 
92% de G1P e 8% de glicose.) 

6. Quais são os efeitos das seguintes situações nas velocidades 
de síntese e degradação de glicogênio: (a) aumento da concentra- 


ção de Ca 2- , (b) aumento na concentração de ATP, (c) inibição da 
adenilato-ciclase, (d) aumento na concentração de adrenalina e (d) 
aumento na concentração de AMP. 

7. Demonstre que a atividade da hexocinase, mas não a atividade 
da glicocinase, é insensível à [glicose] sanguínea na faixa fisiológi- 
ca. Calcule a relação de atividades glicocinase/hexocinase quando 
a [glicose] é 2 m M (hipogli cernia), 5 mM (normal) e 25 m M (diabe- 
tes). Suponha que K M = 0,1 mM para a hexocinase e que ambas as 
enzimas possuem a mesma V mix . 

8. Compare as propriedades de uma cascata bicíclica com as de 
uma cascata monocíclica. 

9. A F mix da glicogênio -fosforil ase muscular é muito maior do 
que a hepática. Discuta o significado funcional deste fenômeno. 

10. Como é que a adrenalina age no músculo para prepará-lo para 
“lutar ou fugir”? 

*11. Uma das complicações do metabolismo do glicogênio que não 
foi discutida é que muitas proteínas cinases, incluindo a fosforilase- 
-cinase, são autofosforilantes, isto é, elas podem fosforilar especifi- 
camente e assim ativar a si mesmas. Discuta como esse fenômeno 
afeta o metabolismo do glicogênio, levando em consideração a pos- 
sibilidade de que a autofosforilação da fosforil as e-cinase pode ser 
tanto um processo intramolecular como intermolecular. 

12. Explique os sintomas da doença de von Gierke. 

13. Uma amostra de glicogênio de um paciente com doença he- 
pática é incubada com P ; , glicogênio-fosforilase normal e enzima 
desramificadora normal. A relação entre a glicose-1 -fosfato e a gli- 
cose formadas nessa mistura de reação é 100. Qual seria a deficiên- 
cia enzimática mais provável nesse paciente? Qual seria a estrutura 
provável do glicogênio desse paciente? 



Transdução de Sinal 



1 Hormônios 

A. Medidas quantitativas 

B. Hormônios das ilhotas pancreáticas 

C. Hormônios gastrintestinais 

D. Hormônios da tireoide 

E. Controle do metabolismo de cálcio 

F. Adrenalina e noradrenalina 

G. Hormônios esteroides 

H. Controle das funções endócrinas: o hipotálamo e a 
hipófise 

I. Controle do cicio menstrual 

J. Hormônio do crescimento e seu receptor 

K. Peptídeos opioides 

L. A função hormonal do óxido nítrico 

2 Proteínas G heterotriméricas 

A. Visão geral 

B. Receptores acoplados à proteína G 

C. Proteínas G heterotriméricas: Estrutura e função 

D. Adenilato-ciclases 

E. Fosfodiesterases 

3 Sinalização com base em tirosina-cinases 

A. Receptores tirosina-cinases 

B. Câncer: a perda de controle do crescimento 

C. Transmissão do sinal: Módulos ligadores, adaptadores, 
GEF e GAP 

D. Cascatas de sinalização da MAP-cinase 

E. Receptores associados a tirosina-cinases 

F. Proteínas-fosfatases 

4 A cascata do fosfoinositídeo 

A. Ca^, inositol-trisfosfato e diacilglicero! são segundos 
mensageiros 

B. As fosfolipases C 

C. As proteínas-cinases C 

D. As fosfoinositídeo-3-cinases 

E. Inositol-polifosfato-fosfatases 

F. Epílogo: Sistemas complexos e propriedades emergentes 


Os seres vivos coordenam suas atividades em diferentes ní- 
veis de sua organização através de complexos sistemas de si- 
nalização. A sinalização intercelular ocorre através de men- 
sageiros químicos conhecidos por hormônios e, em animais 
superiores, por impulsos eletroquímicos transmitidos pelos 
neurônios. As comunicações intracelulares são mantidas pela 
síntese ou alteração de uma ampla variedade de diferentes 
substâncias, que frequentemente são componentes integrais 


dos processos que elas controlam. Por exemplo, vias metabó- 
licas, como foi visto, são reguladas por retroalimentação de 
enzimas alostéricas por metabólitos da via ou por modifica- 
ção covalente dessas enzimas. Neste capítulo, será conside- 
rada a sinalização química e como esses sinais são mediados. 
Primeiramente, serão discutidas as funções dos principais 
sistemas hormonais em humanos. Em seguida, discute-se 
as três principais vias pelas quais os sinais intercelulares são 
transduzidos (convertidos) em sinais intracelulares, ou seja, 
aqueles que utilizam (1) proteínas G heterotriméricas, (2) re- 
ceptores tirosina-cinases e (3) cascatas de fosfoinositídeos. A 
neurotransmissão será discutida na Seção 20.5. 

1 HORMÔNIOS 

Os hormônios são classificados de acordo com a distância em 
que agem (Fig. 19.1). 

L Hormônios endócrinos agem em células distantes do lo- 
cal onde são liberados. Os hormônios endócrinos, por exem- 
plo, insulina e adrenalina, são sintetizados e liberados na cor- 
rente sanguínea por glândulas endócrinas especializadas. 

2. Hormônios parácrinos (alternativamente, mediadores 
locais) agem apenas em células próximas à célula de onde 
foram liberados. Por exemplo, um elemento essencial da res- 
posta imune é iniciado quando uma célula branca, conheci- 
da como macrófago, que encontrou um antígeno específico 
liga a chamada célula T específica para aquele antígeno. O 
macrófago, então, libera um fator de crescimento proteico 
chamado interleucina-1 (IL-1), que estimula a proliferação e 
diferenciação da célula T ligada (Seção 35.2Aa). 

3. Hormônios autócrinos agem na mesma célula que os 
libera. Por exemplo, a resposta de uma célula T à interleuci- 
na-1 é potencializada pela liberação do fator de crescimento 
interleucina-2 (IL-2) da própria célula T. 

Certos aspectos do controle hormonal j ã foram abor- 
dados. Foi considerado como a adrenalina, a insulina e o 
glucagon regulam o metabolismo energético por meio de 
AMPc (Seções 18.3E e 18. 3G). Nesta seção, essa informa- 
ção será estendida e sistematizada. Antes, cabe ressaltar 
que as comunicações bioquímicas não são limitadas a sinais 
intracelulares ou intercelulares. Muitos organismos liberam 
substâncias chamadas feromônios, que alteram o compor- 
tamento de outros organismos da mesma espécie, muitas 
vezes de forma semelhante aos hormônios. Geralmente, fe- 
romônios são atrativos sexuais, mas alguns exercem outras 
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FIGURA 19.1 Classificação dos hormônios. As comunicações hormonais são classificadas de acordo com a distância na qual o 
sinal age: (a) sinais endócrinos são direcionados a células distantes através da corrente sanguínea, (6) sinais parácrinos são direcio- 
nados a células próximas, e (c) sinais autócrinos são direcionados às próprias células que os produzem. 


funções em espécies como formigas, que possuem intera- 
ções sociais complexas. 

O sistema endócrino humano (Fig. 19.2) secreta uma 
ampla variedade de hormônios (Tabela 19.1), que permite 
ao corpo: 

i Manter a homeostasia (p. ex., a insulina e o glucagon 
mantêm o nível sanguíneo de glicose dentro de limites rígi- 
dos durante a fartura e a escassez). 

2. Responder a uma grande variedade de estímulos exter- 
nos (como a preparação para a “luta ou fuga” produzida pela 
adrenalina e noradrenalina) . 

3. Realizar vários programas cíclicos e de desenvolvimento 
(p. ex., os hormônios sexuais regulam a diferenciação sexual, 
a maturação, o ciclo menstrual e a gestação; Seções 19.1Gb e 
19.11). 

A maioria dos hormônios são polipeptídeos, derivados 
de aminoácidos ou esteroides, embora existam importan- 
tes exceções a essa generalização. De qualquer forma, ape- 
nas células com receptores específicos para um determinado 
hormônio irão responder à presença desse hormônio, mesmo 
que quase todas as células do corpo estejam expostas a este. 
Consequentemente, mensagens hormonais são especifica- 
mente endereçadas. 

Nesta seção, serão apresentados as funções hormonais 
das diferentes glândulas endócrinas. Ao longo dessa discus- 
são, deve se ter em mente que essas glândulas não são ape- 
nas uma coleção de órgãos secretores independentes, mas 
formam um sistema de controle complexo e altamente inter- 
dependente. De fato, como será visto, a secreção de muitos 
hormônios é regulada por retroalimentação pela secreção 
de outros hormônios, aos quais responde a glândula secre- 
tora de hormônio original. Muitos dos conhecimentos das 
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FIGURA 19.2 Principais glândulas do sistema endócrino 
humano. Outros tecidos, o intestino, por exemplo, também 
secretam hormônios endócrinos. 


TABELA 19.1 Alguns hormônios de humanos 

Hormônio 

Origem 

Principais Efeitos 

Polipeptídeos 

Fator liberador de corticotrofina 
(CRF, de corticotropin-releasing factor) 

Hipotálamo 

Estimula a liberação de ACTH 

Fator liberador de gonadotrofina 
GnRF, de gonadotropin-releasíng factor) 

Hipotálamo 

Estimula a liberação de FSH e LH 


Fator liberador de tireotrofina Hipotálamo Estimula a liberação de TSH 

(TRF, de thyrotropin-releasing factor) 


Fator liberador do hormônio do crescimento Hipotálamo Estimula a liberação de hormônios do crescimento 

(GRF, de growth harmone-releasing factor) 


S ornato statina 

Hormônio adrenocorticotrófico 
(ACTH, de adrenocorticotropic hormone) 


Hipotálamo Inibe a liberação de hormônios do crescimento 

Adeno-hipófise Estimula a liberação de adrenocorticosteroides 


Hormônio folículo-estimulante 
(FSH, de de follicle-súmulating hormone ) 

Flormônio luteinizante 
(LH, de luteinizing hormone) 

Gonadotrofina coriônica 
(CG, de chorionic gonadotropin ) 

Tireotrofina (TSH) 

Somatotrofina (hormônio do crescimento) 
Met-encefalina 


Adeno-hipófise 

Adeno-hipófise 

Placenta 

Adeno-hipófise 

Adeno-hipófise 

Adeno-hipófise 


Nos ovários, estimula o desenvolvimento folicular, a ovulação e a síntese 
de estrogênio; nos testículos, estimula a espermatogênese 

Nos ovários, estimula a maturação dos oócitos e a síntese de estrogênios e 
progesterona; nos testículos, estimula a síntese de androgênios 

Estimula a liberação de progesterona do corpo lúteo 

Estimula a liberação de T 3 e T 4 

Estimula o crescimento e a síntese de somatomedinas 

Efeito opioide sobre o sistema nervoso central 


Leu-encefalina 

Adeno-hipófise 

Efeito opioide sobre o sistema nervoso central 

(3-Endorfina 

Adeno-hipófise 

Efeito opioide sobre o sistema nervoso central 

Vasopressina 

Neur o-hipófise 

Estimula a reabsorção de água pelos rins e o aumento da pressão sanguínea 

Ocitocina 

Neuro-hipófise 

Estimula a contração uterina 

Glucagon 

Pâncreas 

Estimula a liberação de glicose por meio da glicogenólise e estimula a lipólise 

Insulina 

Pâncreas 

Estimula a captação de glicose por meio da gliconeogênese, a síntese de 
proteínas e a lipogênese 

Gastrina 

Estômago 

Estimula a secreção de ácido gástrico e pepsinogênio 

Secretina 

Intestino 

Estimula a secreção pancreática de HC0 3 ” 

Colecistotinina (CCK, de cholecystokinin) 

Intestino 

Estimula o esvaziamento da vesícula biliar e a secreção pancreática de en- 
zimas digestivas e HC0 3 ". 

Peptídeo inibidor gástrico 

Intestino 

Inibe a secreção de ácido gástrico e o esvaziamento gástrico; estimula a se- 
creção pancreática de insulina. 

Hormônio da paratireoide 

Paratireoide 

Estimula a captação de Ca 2- a partir dos ossos, dos rins e do intestino 


Calcitonina 

Somatomedinas 

Esteroides 

Glicocorticoides 

Miner alocor ticoid es 

Estrogênios 

Androgênios 

Progestinas 
Vitamina D 


Tireoide 

Fígado 

Córtex da 
suprarrenal 

Córtex da 
suprarrenal 

Gônadas 

Gônadas 

Ovários e placenta 
Dieta e sol 


Inibe a captação de Ca 2 a partir dos ossos e dos rins 

Estimulam o crescimento de cartilagens; têm atividade tipo insulina 

Afetam o metabolismo em diversas vias, diminuem a inflamação, aumen- 
tam a resistência ao estresse 

Mantêm o equilíbrio entre sal e água 

Maturação e função dos órgãos sexuais secundários, especíalmente em 
fêmeas 

Maturação e função dos órgãos sexuais secundários, especíalmente em ma- 
chos; diferenciação sexual em machos 

Regulam o ciclo menstrual e mantêm a gestação 

Estimula a absorção de Ca 2 “ pelo intestino e reaborção a partir dos rins e 
ossos 


Derivados de aminoácidos 


Adrenalina 

Medula 

suprarrenal 

Estimula a contração de alguns músculos lisos e relaxa outros, aumenta o 
ritmo cardíaco e a pressão arterial, estimula a glicogenólise no fígado e 
músculo, estimula a lipólise no tecido adiposo 

Noradrenalina 

Medula 

suprarrenal 

Estimula a contração das arteríolas, diminui a circulação periférica, estimu- 
la a lipólise no tecido adiposo 

Tri-iodotironina (T 3 ) 

Tireoide 

Estimula o metabolismo em geral 

Tiroxina (T 4 ) 

Tireoide 

Estimula o metabolismo em geral 


S74 Do na! d Voet / Judiíh G. Voet 


funções hormonais descende de cuidadosas medidas da con- 
centração hormonal, dos efeitos de mudanças nessas con- 
centrações nas funções fisiológicas e medidas da afinidade 
com que o hormônio liga-se ao receptor. Inicia-se, portanto, 
considerando como as concentrações fisiológicas de hormô- 
nios são medidas e como as interações receptor-ligante são 
quantificadas. 


A. Medidas quantitativas 

a. Radioimunoensaios 

As concentrações séricas dos hormônios são extremamen- 
te baixas, normalmente entre 10 12 e 10 7 M, de forma que 
eles, via de regra, têm que ser medidos por meios indiretos. 
Ensaios biológicos foram originalmente empregados para 
esse propósito, mas eles são, em geral, lentos, inconvenien- 
tes e imprecisos. Consequentemente, esses ensaios foram 
amplamente substituídos por radioimunoensaios. Nessa 
técnica, desenvolvida por Rosalyn Yalow, a concentração 
desconhecida de um hormônio, H, é determinada medindo- 
-se quanto de uma quantidade conhecida de um hormônio 
marcado radioativamente, H*, liga-se a uma quantidade 
determinada de anticorpo anti-H na presença de H. Essa 
reação de competição é facilmente calibrada pela constru- 
ção de uma curva-padrão indicando quanto H* liga-se ao 
anticorpo como uma função da [H]. A alta afinidade e espe- 
cificidade de ligação que os anticorpos possuem conferem 
ao radioimunoensaio as vantagens de alta sensibilidade e 
especificidade. 


b. Ligação ao receptor 

Receptores, como outras proteínas, interagem com seus ligan- 
tes correspondentes de acordo com a lei de ação das massas: 


R + L \ R * L 


Aqui, R e L representam o receptor e o ligante, e a constante 
de dissociação da reação é expressa: 

[R] [L] ([R] T - [R • L])[L] 

L [R ■ L] [R ■ L] 



onde a. concentração total de receptores [R] T — [R] + [R-L]. 
A Equação [19-1] pode ser rearranjada a uma forma análo- 
ga da equação da cinética enzimática de Michaelis-Menten 
(Seção 14.2A): 


Y = 


[R-L] 

[R]- r 


[L] 


/C L + [L] 


(19.2) 


onde Y é a fração ocupada dos sítios de ligação. A Equação 
[19-2] representa uma curva hiperbóüca (Fig. 19.3a), em que 
K l pode ser operacionalmente definido como a concentração 
de ligante em que a metade da concentração de receptor está 
inteiramente ocupada pelo ligante. 

Embora K h e [R] T possam, a princípio, ser determinados 
a partir da análise da curva hiperbólica, como na Fig. 19.3a, a 
análise da forma linear da equação é um procedimento mais 
simples. A Equação [19.1] pode ser rearranjada a: 


[R-L] ([R] T - [R-L]) 

K. 


( a) (b) 




FIGURA 19.3 Interação do ligante com o receptor. 

(a) Uma curva hiperbólica. (6) Um gráfico de Scatchard. Aqui, 
B = [R'L], F = [L], e B máx = [R] x . 


Agora, mantendo-se a nomenclatura habitual de receptor-li- 
gante, será redefinido [R-L] como B (para ligante ligado ao 
receptor), [L] como F (para ligante livre) e [R] x como B máx . 
Então a equação [19.3] toma-se 


B (B máx - B) 
F K h 



(19.4) 


Um gráfico de B/F contra B, que é conhecido como gráfi- 
co de Scatchard (segundo George Scatchard, seu criador), 
rende uma linha reta de inclinação -1 !K^ cuj a intersecção no 
eixo B é B máx (Fig. 19.3b). Aqui, tanto B como F podem ser 
determinados por ensaios de filtragem da ligação, como a se- 
guir. A maioria dos receptores são proteínas insolúveis liga- 
das à membrana e consequentemente podem ser separados 
do ligante solúvel por filtração (receptores que foram solu- 
bilizados podem ser separados por filtração do ligante livre, 
por exemplo, pelo emprego de nitrocelulose, já que proteínas 
se ligam de forma não específica à ela). Assim, pelo uso de 
ligante marcado radioativamente, os valores de B e F ([R-L] 
e [L]) podem ser determinados, respectivamente, a partir da 
radioatividade retida no filtro e da radioatividade que per- 
manece em solução. A taxa de dissociação de R-L geralmen- 
te é tão lenta (tempo médio de minutos a horas) que o erro 
causado pela lavagem do filtro para remoção do ligante livre 
residual é insignificante. 


c. Estudos de ligação competitiva 

Uma vez que os parâmetros da interação receptor-ligante 
para um ligante tenham sido determinados, a constante de 
dissociação de outros ligantes para o mesmo sítio de ligação 
pode ser determinada por estudos de ligação competitiva. O 
modelo que descreve esse tipo de ligação é análogo ao da 
inibição enzimática competitiva de Michaelis-Menten (Seção 
14.3A): 

Ki 

R + L v R *L 

+ 

I 

A 

R • 1 + L 


[L] 


(19.3) 


Sem 

*- ligação 
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onde I é o ligante competidor cuj a constante de dissociação 
com o receptor é expressa: 



i r ] n i 

[R-I] 


(19-5) 


Assim, em analogia direta com a derivação da equação que 
descreve a inibição competitiva: 


[R-L] = 


R|t[L] 


KA 1 I r, 1 2 3 ) I [LI 


(19-6) 


K. 


As afinidades relativas de um ligante e de um inibidor podem 
ser determinadas dividindo a Equação [19-6] na presença de 
inibidor por aquela na ausência de inibidor: 


[R-L], 

[R-L]„ 


K l + [L] 


KA 1 +~-| + [L] 


K, 


(19-7) 


Quando essa razão é 0,5 (50% de inibição), a concentração 
do competidor é referida como [I so ], em analogia ao [IC 50 ] de 
fármacos que inibem enzimas (Seção 15.4Aa). Assim, resol- 
vendo a Equação [19-7] para Kj a 50% de inibição: 




(19-8) 


B. Hormônios das ilhotas pancreáticas 

O pâncreas é um órgão glandular, em que a maior parte é 
uma glândula exócrina dedicada a produzir enzimas diges- 
tivas, como tripsina, RNase A, a-amilase e fosfolipase A 2 , 
que são secretadas para o intestino delgado pelo dueto pan- 
creático. No entanto, ~1 a 2% do tecido pancreático con- 
siste em conjuntos de células dispersos chamados ilhotas 
de Langerhans, que compreendem uma glândula endócrina 
responsável por manter a homeostase da energia metabólica. 
As ilhotas pancreáticas contêm três tipos de células, e cada 
uma delas secreta um hormônio polipeptídico característico: 

1. As células a secretam glucagon (29 resíduos; Seção 
18.3Ea). 

2. As células p secretam insulina (51 resíduos; Fig. 9.4). 

3. As células ô secretam somatostatina (14 resíduos). 

A insulina, secretada em resposta a altos níveis de glicose no 
sangue, age principalmente estimulando o músculo, o fíga- 
do e as células adiposas a estocar glicose para uso posterior 
na síntese de glicogênio, proteínas e gordura (Seção 27.2). O 
glucagon, secretado em resposta a baixos níveis de glicose 
no sangue, exerce essencialmente os efeitos inversos aos da 
insulina: estimula o fígado a liberar glicose por meio da gli- 
cogenólise (Seção 18.3E) e da gliconeogênese (Seção 23.1) 
e estimula o tecido adiposo a liberar ácidos graxos por meio 
da lipólise. A somatostatina, que é também secretada pelo 
hipotálamo (Seção 19. 1H), inibe a liberação de insulina e 
de glucagon de suas ilhotas; portanto, acredita-se que tenha 
uma função parácrina no pâncreas. 


Hormônios polipeptídicos, à semelhança de outras pro- 
teínas destinadas à secreção, são sintetizados nos ribossomos 
como pré-pró-hormônios, processados no retículo endoplas- 
mático rugoso e no aparelho de Golgi para formar o hormô- 
nio maduro e então empacotados em grânulos de secreção, à 
espera do sinal para sua liberação por exoeitose (Seções 12- 
4B, 12-4C e 12-4D). Os estímulos fisiológicos mais potentes 
para a liberação de insulina e glucagon são, respectivamen- 
te, alta e baixa concentração de glicose no sangue, de forma 
que as ilhotas agem como sensores primários de glicose do 
corpo. No entanto, a liberação desses hormônios também 
é influenciada pelo sistema nervoso autônomo (involuntá- 
rio) e por hormônios secretados pelo trato gastrintestinal 
(Seção 19.1 C). 

C. Hormônios gastrintestinais 

A digestão e a absorção de nutrientes são processos com- 
plicados que são regulados pelo sistema nervoso autônomo 
combinado com um complexo sistema de hormônios poli- 
peptídicos. De fato, hormônios gastrintestinais peptídicos 
são secretados na corrente sanguínea por um sistema de 
células especializadas que revestem o trato gastrintestinal, 
cuja massa agregada é maior que aquela do resto do sis- 
tema endócrino. Mais de vinte hormônios gastrintestinais 
foram descritos. Quatro desses hormônios melhor caracte- 
rizados são: 

1. Gastrina (17 resíduos), produzida pela mucosa gástri- 
ca, estimula a secreção gástrica de HC1 e pepsinogenio (o 
zimogênio da enzima digestiva pepsina). A liberação de 
gastrina é estimulada por aminoácidos e proteínas parcial- 
mente digeridas, bem como pelo nervo vago (que inerva o 
estômago) em resposta à distenção do estômago. A libera- 
ção de gastrina é inibida por HC1 e por outros hormônios 
gastrintestinais. 

2. Secretina (27 resíduos), produzida pela mucosa do duo- 
deno (intestino delgado superior) em resposta à acidifica- 
ção pelo HC1 gástrico, estimula a secreção pancreática de 
HC0 3 para neutralizar esse ácido. 

3. Colecistocinina (CCK; 8 resíduos), produzida pelo 
duodeno, estimula o esvaziamento da vesícula biliar e a se- 
creção pancreática de enzimas digestivas e de HC0 3 " (au- 
mentando assim o efeito da secretina) e inibe o esvaziamen- 
to gástrico. A CCK é liberada em resposta aos produtos da 
digestão de lipídeos e proteínas, ou seja, ácidos graxos, mo- 
noacilgliceróis, aminoácidos e peptídeos. 

4. Peptídeo inibidor gástrico (GIF, também chamado 
polipeptídeo insulinotrófico dependente de glicose; 42 re- 
síduos), produzido por células especializadas que revestem 
o intestino delgado, é um potente inibidor da secreção de 
ácido gástrico, da mobilidade gástrica e do esvaziamento 
gástrico. No entanto, a principal função fisiológica do peptí- 
deo inibidor gástrico é estimular a secreção de insulina pan- 
creática. De fato, a liberação do peptídeo inibidor gástrico é 
estimulada pela presença de glicose no trato gastrintestinal, 
que é responsável pela observação que, após uma refeição, 
os níveis sanguíneos de insulina no sangue aumentam antes 
dos níveis de glicose. 
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Esses hormônios gastrintestinais formam famílias de poli- 
peptídeos relacionados: os pentapeptídeos C-terminais da 
gas trina e da CCK são idênticos; a secretina, o peptídeo ini- 
bidor gástrico e o glucagon são bastante similares. Dois ou- 
tros hormônios gastrintestinais peptídicos são discutidos na 
Seção 27. 3 C. 

D. Hormônios da tireoide 

A glândula tireoide produz dois hormônios relacionados, tri- 
-iodotironina (T 3 ) e tiroxina (Tj, 



X = H Tri-iodotironina (T 3 ) 
X = I Tiroxina (T4) 


que estimulam o metabolismo na maioria dos tecidos (cérebro 
de adulto é uma exceção notável). A produção desses ami- 
noácidos iodados incomuns é iniciada com a síntese de tireo- 
globunna, uma proteína de 2.748 resíduos. A tireoglobulina 
é modificada pós-traducionalmente em uma série de reações 
bioquímicas específicas (Fig. 19.4): 

1. Em tomo de 20% dos 140 resíduos de Tyr da tireoglobu- 
lina são iodados em uma reação catalisada pela tireoperoxi- 
dade (TPO), formando resíduos de 2,5 di-iodotirosil. 

2. Dois desses resíduos são acoplados por oxidação, for- 
mando resíduos T 3 e T 4 . 

3. A tireoglobulina madura, por si só, é hormonalmente 
inativa. No entanto, cinco ou seis moléculas dos hormônios 
ativos, T 3 e T 4 , são produzidas nos lisossomos pela proteóli- 
se da tireoglobulina, sob estimulação hormonal da tireoide 
(Seção 19.1H). 

Como os hormônios da tireoide trabalham? T 3 e T 4 , sen- 
do substâncias apoiares, são transportados pelo sangue com- 



Tireoglobulina 



FIGURA 19.4 Biossíntese de T 3 e T 4 na glândula tireoide. A via envolve a iodinação, o acoplamento e a hidrólise (proteólise) 
de resíduos da Tyr da tireoglobulina. O relativamente escasso íon I é ativamente sequestrado pela glândula tireoide. 
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plexados a proteínas plasmáticas carreadoras, principalmen- 
te à globina ligadora de tiroxina, mas também à prealbumina 

e à albumina. Os hormônios, então, passam através das mem- 
branas das células- alvo para o citosol, onde se ligam a proteí- 
nas específicas. Uma vez que o complexo proteína-hormônio 
resultante não entra no núcleo, acredita-se que esse com- 
plexo funcione mantendo um reservatório intracelular de 
hormônios da tireoide. O verdadeiro receptor de hormônios 
da tireoide é uma proteína associada ao cromossomo que, 
portanto, não deixa o núcleo. A ligação de T v e, em menor 
extensão , a de T 4 , ativa a função de fator de transcrição desse 
receptor (Seção 5.4Aa), resultando em aumento na taxa de ex- 
pressão de numerosas enzimas metabólicas. Sítios de ligação 
a hormônios da tireoide de alta afinidade também ocorrem 
na membrana mitocondrial interna (o local de transporte de 
elétrons e da fosforilação oxidativa; Seção 22.1), sugerindo 
que esses receptores podem regular diretamente o consumo 
de 0 2 e a produção de ATP. 

Níveis anormais dos hormônios da tireoide são comuns 
em distúrbios humanos. O hipotireoidismo é caracterizado 
por letargia, obesidade e pele fria e ressecada, enquanto o 
hipertireoidismo ocasiona os efeitos opostos. Os habitan- 
tes de áreas em que o solo contém baixo conteúdo de iodo 
frequentemente desenvolvem hipotireoidismo, acompa- 
nhado por um aumento da glândula tireoide, uma condição 
chamada bócio. A pequena quantidade de Nal, geralmen- 
te adicionada ao sal comercialmente disponível (sal “ioda- 
do”), facilmente previne essa doença da deficiência de iodo. 
Mamíferos jovens requerem hormônios da tireoide para o 
crescimento e desenvolvimento normais: o hipotireoidismo 
durante os períodos fetal e pós-natal imediato resulta em de- 
ficiência física e intelectual irreversível, uma síndrome cha- 
mada cretinismo. 

E. Controle do metabolismo de cálcio 

O Ca 2 forma hidroxiapatita, Ca 5 (P0 4 ) 3 0H, o principal 
constituinte mineral dos ossos, e é um elemento essencial em 
muitos processos biológicos, incluindo a intermediação de si- 
nais hormonais como um segundo mensageiro, o disparo da 


(^ Intestinos 

X _ / FTH (+) 

T 1 Vitamina D (+). 



FIGURA 19.5 As funções de PTH, de vitamina D e de cal- 
dtonina no controle do metabolismo de Ca 2+ . 


contração muscular, a transmissão de impulsos nervosos e a 
coagulação sanguínea. Assim, a [Ca 2+ ] extracelular deve ser 
finamente regulada para se manter em seu nível normal de 
~1,2 m M. Três hormônios têm sido implicados na manuten- 
ção da homeostasia do Ca (Fig. 19.5): 

1. Hormônio da paratireoide (PTH, de parathyroid hor- 
mone ), um polipeptídeo de 84 resíduos, secretado pela glân- 
dula paratireoide, que aumenta a [Ca 2 1 ] sérica por estimular 
sua reabsorção a partir dos ossos e dos rins e por aumentar a 
absorção de Ca 2 r da dieta pelo intestino. 

2. Vitamina D, um grupo de substâncias do tipo esteroide, 
que age de maneira sinérgica com o PTH para aumentar a 
[Ca 2+ ] sérica. 

3. Calcitonina, um polipeptídeo de 33 resíduos, sintetizado 
por células especializadas da glândula tireoide, que diminui a 
[Ca 2 ' ] sérica por inibir a reabsorção de Ca 2 dos ossos e dos 
rins. 

Brevemente serão discutidas as funções desses hormônios. 

a. Hormônio da paratireoide 

Os ossos, os principais reservatórios de Ca 2 do corpo, de 
modo algum são inertes metabolicamente. Eles são conti- 
nuamente “remodelados” pela ação de dois tipos de células 
ósseas: os osteoblastos que sintetizam as fibras de colágeno 
que formam a maior parte da matriz orgânica dos ossos, o 
esqueleto no qual sua fase mineral Ca 5 (P0 4 ) 3 0H é deposi- 
tada; e os osteoclastos, que participam na reabsorção dos os- 
sos (Seção 15.4Ab). O PTH inibe a síntese de colágeno pelos 
osteoblastos e estimula a reabsorção óssea pelos osteoclastos. 
O principal efeito do PTH, entretanto, é aumentar a taxa na 
qual os rins excretam fosfato, o contra-íon do Ca ' nos ossos. 
A consequente diminuição da [P ; ] sérica causa a liberação de 
Ca 5 (P0 4 ) 3 0H dos ossos, pela ação das massas, e assim au- 
menta a [Ca 2 ] sérica. Além disso, o PTH estimula a produ- 
ção da forma ativa da vitamina D pelos rins, que, por sua vez, 
aumenta a transferência de Ca 2 " do intestino para o sangue 
(ver a seguir). 

b. Vitamina D 

As vitaminas D compreendem um grupo de substâncias li- 
possolúveis da dieta que previnem o raquitismo, uma doença 
de crianças caracterizada por retardo do crescimento e de- 
formação óssea devido à mineralização insuficiente dos ossos 
(a deficiência de vitamina D em adultos é conhecida como 
osteomalácia, uma condição caracterizada por ossos enfra- 
quecidos e desmineralizados). Apesar de o raquitismo ter 
sido descrito em 1645, somente após o início do século XX 
foi descoberto que gorduras animais, especialmente o óleo 
de fígado de peixes, são efetivas em prevenir tal deficiência. 
Além disso, o raquitismo também pode ser evitado pela ex- 
posição das crianças à luz solar ou apenas à luz UV na faixa 
de comprimento de onda de 230 a 313 nm, independente- 
mente de suas dietas. 

As vitaminas D, como será vista adiante, de fato são hor- 
mônios derivados do esterol (Seção 12. 1E) em que o anel B 
do esteroide é rompido entre C9 e CIO. A forma natural da 
vitamina, a vitamina D 3 (colecalciferol) , é formada não enzi- 
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maticamente na pele dos animais por meio da ação fotolítiea 
da luz UV sobre 7-desidrocolesterol: 



R - X 7-desidro- 
colesterol 

R = Y Ergosterol 




R = X Vitamina D g 

(colecalcif er ol ) 

R — Y Vitamina D 2 

(ergoc ale iferol ) 



HO 



ch 3 



ch 3 


A vitamina D 2 (ergocalciferol), que difere da vitamina D 3 
apenas por apresentar uma ligação dupla e um grupo metila 
na cadeia lateral, é formada pela irradiação UV do esterol 
vegetal ergosterol. Uma vez que as vitaminas D 2 e D 3 têm 
essencialmente atividades biológicas idênticas, a vitamina D 2 
é comumente usada como suplemento vitamínico, principal- 
mente no leite. 

As vitaminas D 2 e D 3 como tal são hormonalmente inati- 
vas; elas adquirem atividade biológica por meio de processos 
metabólicos, primeiro no fígado e depois nos rins (Fig. 19.6): 

1. No fígado humano, a vitamina D 3 é hidroxilada para for- 
mar 25-hidroxicolecaldferol em uma reação dependente de 
0 9 , catalisada por qualquer uma das duas enzimas do citocro- 
mo P450, CYP27A1 e CYP2R1 (Seção 15.4Bc). 

2. O 25-hidroxicolecalciferol é transportado para os rins, 
onde é mais uma vez hidroxilado por CYP27B1, para formar 
o hormônio ativo l,25-di-hidroxicolecaldferol-[l ! 35(OH) 2 D]. 
CYP27B1 é ativado por PTH, então esta reação é um ponto 
de controle importante na homeostasia do Ca 2 1 . 


Essas diversas substâncias apoiares são transportadas na 
corrente sanguínea complexadas com a proteína ligadora de 
vitamina D . 

O l,25(OH) 2 D aumenta a [Ca ] sérica por promover a 
absorção intestinal de Ca 2 4 da dieta e por estimular a libera- 
ção de Ca 2 dos ossos. A absorção de cálcio intestinal é es- 
timulada por meio do aumento da síntese de uma proteína 
ligadora de Ca 2 , que transporta cálcio através da mucosa 
intestinal. O l,25(OH) 2 D liga-se a receptores citoplasmáti- 
cos das células epiteliais intestinais, que, quando transpor- 
tados para o núcleo, funcionam como fator de transcrição 
da proteína ligadora de Ca 2 ” . A manutenção da eletroneu- 
tralidade requer que o transporte de cálcio seja acompa- 
nhado pelo transporte de contra-íons, principalmente P ; , de 
forma que o l,25(OH) 2 D também estimule a absorção in- 
testinal de P f . A observação que o l,25(OH) 2 D, assim como 
o PTH, estimula a liberação de cálcio e P, dos ossos parece 
paradoxal, já que baixo nível de l,25(OH) 2 D resulta em mi- 
neralização óssea deficiente. Supostamente, o aumento da 
[Ca 2 ] sérica em decorrência da captação de Ca 2 ” intesti- 
nal estimulada por l,25(OH) 2 D faz os ossos apreender mais 
cálcio do que sua perda por estimulação hormonal direta. 
Além disso, tem sido demonstrado que a vitamina D modu- 
la a resposta imune, fornece proteção contra certos tipos de 
cânceres e foi implicada na prevenção/reversão de doenças 
cardíacas. 

A vitamina D, ao contrário das vitaminas hidrossolúveis, 
é retida pelo corpo, de forma que a ingestão excessiva de vi- 
tamina D por longo período causa intoxicação por vitamina 
D (embora a maioria dos indivíduos, particularmente os ido- 
sos e aqueles com exposição solar limitada, possuam níveis 
menores de vitamina D no sangue que os recomendados). 
A alta [Ca 2 ! ] sérica acarreta calcificação aberrante de uma 
grande variedade de tecidos moles. Os rins são particular- 
mente propensos à calcificação, um processo que pode levar 
à formação de pedras renais e, em último caso, à falência 
renal. Além disso, a intoxicação por vitamina D promove 
desmineralização óssea de forma que os ossos são fraturados 
facilmente. A observação que o nível da pigmentação da pele 
de populações indígenas tende a aumentar com a proximida- 
de ao equador é explicada pela hipótese que a pigmentação 
da pele previne a intoxicação por vitamina D por filtrar a ra- 
diação solar excessiva. 

c. Calcitonina 

A calcitonina exerce, essencialmente, o efeito oposto ao 
PTH; diminui a [Ca 2 ] sérica. Ela o faz, primeiramente, ini- 
bindo a reabsorção dos ossos pelos osteoclastos. Uma vez 
que o PTH e a calcitonina estimulam a síntese de AMPc 
em suas células-alvo (Seção 19.2A), não está claro como 
esses hormônios podem afetar os osteoclastos de forma 
oposta. A calcitonina também inibe a reabsorção de cálcio 
pelos rins, mas nesse caso, as células renais que a calcitoni- 
na influencia diferem daquelas que o PTH estimula para a 
reabsorção de Ca 2 '. 

d. Osteoporose 

A osteoporose (Seção 15.4Ab) é uma doença degenerativa 
dos ossos que resulta no risco aumentado de fratura devido à 
desmineralização óssea assim como à variação na quantidade 
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FIGURA 19.6 Ativação da vitamina D 3 como um hormônio 
no fígado e nos rins. A vitamina B 2 (ergocalciferol) é ativada 
da mesma forma. 
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e variedade de proteínas ósseas não colagenosas. É mais co- 
mum em mulheres pós-menopausa, embora também ocorra 
em homens idosos e em consequência de certos distúrbios 
hormonais ou pela administração de glicocorticoides por lon- 
go período de tempo (Seção 19.1 G). 

A osteoporose é comumente tratada pela administração 
de bisfosfonatos (Fig. 19.7). Esses fãrmacos se ligam ao te- 
cido ósseo a partir do qual eles são absorvidas pelos osteo- 
clastos. Lá elas inibem a preniltransferase (Sessão 25 -6 Ac), 
uma enzima da via formadora de grupos prenila que anco- 
ram certas proteínas à membrana celular (Sessão 12-3Ba). 
Isso desfaz a região de contato entre o osteoclasto e a su- 
perfície óssea, deste modo diminuindo a reabsorção óssea. 
O tratamento com bisfosfonato é geralmente acompanhado 
por suplementos de cálcio e vitamina D além de exercício 
físico com carga. 

F. Adrenalina e noradrenalina 

As glândulas suprarrenais consistem em dois tipos de te- 
cidos distintos: a medula (núcleo), que é uma verdadeira 
extensão do sistema nervoso simpático (uma parte do sis- 
tema nervoso autônomo), e o córtex, mais normalmente 
glandular (camada externa). Aqui, serão considerados os 
hormônios da medula suprarrenal; aqueles do córtex serão 
discutidos na subseção seguinte. 
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FIGURA 19.7 Alguns bisfosfonatos que estão em uso clínico 
contra osteosporose. Cada fármaco possui um nome genérico 
(químico) e um nome da marca proprietária sob o qual ele é 
comercializado, aqui em parênteses. 
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A medula suprarrenal sintetiza, duas catecolaminas hor- 
monalmente ativas ( derivados aminados do catecol, 1,2-di- 
-hidroxibenzeno), a noradrenalina e seu derivado metilado 

adrenalina: 


HO 

\ nu 



H 


R — H Noradrenalina 
R — CH 3 Adrenalina 

Esses hormônios são sintetizados a partir da tirosina, como 
está descrito na Seção 26.4B, e estocados em grânulos, à es- 
pera de sua liberação por exocitose sob controle do sistema 
nervoso simpático. 

Os efeitos biológicos das catecolaminas são mediados 
por duas classes de receptores transmembrana, os recepto- 
res a- e fJ-adrenérgicos (também conhecidos como adreno- 
ceptores). Essas glicoproteínas TM (transmembrana) foram 
originalmente identificadas com base nas suas respostas va- 
riadas a certos agonistas (substâncias que ligam a receptores 
de hormônios para evocar uma resposta hormonal) e antago- 
nistas (substâncias que ligam a receptores de hormônios, mas 
falham em evocar a resposta hormonal, consequentemente 
bloqueando a ação do agonista). O receptor |3-, mas não o 
a- adrenérgico, por exemplo, é estimulado por isoproterenol, 
mas bloqueado por propranolol enquanto o receptor a-, mas 
não o |3 -adrenérgico, é bloqueado por fentolamina: 


HO 



Isoproterenol 



OH 

Fentolamina 


Os receptores a- e p- adrenérgicos, que ocorrem em te- 
cidos distintos em mamíferos, em geral respondem de for- 
ma diferente e, frequentemente, de maneira oposta às cate- 
colaminas. Por exemplo, os receptores p- adrenérgicos, que 
ativam a adenilato-ciclase, estimulam a giicogenólise e a 
gliconeogênese no fígado (Seções 18.3Ea e 18.3G), a glico- 


genólise e a glicólise no músculo esquelético, a lipólise em 
tecido adiposo, o relaxamento do músculo liso (involuntário) 
dos brônquios e dos vasos sanguíneos que suprem o múscu- 
lo esquelético (voluntário) e aumentam o ritmo cardíaco. 
Já os receptores ct-adrenérgicos, cujos efeitos intracelulares 
são mediados pela inibição da adenilato-ciclase (receptores 
a 2 -adrenérgico; Seção 19.2D) ou pela cascata do fosfoinosi- 
tídeo (receptores a r adrenérgico; Seção 19.4A), estimulam a 
contração do músculo liso nos vasos sanguíneos que suprem 
órgãos periféricos, como pele e rins, o relaxamento do mús- 
culo liso nos pulmões e no trato gastrintestinal e a agregação 
plaquetária. A maioria desses diferentes efeitos é direcionada 
a um final comum: a mobilização de fontes de energia e o seu 
desvio para onde elas são realmente necessárias para preparar 
o corpo para a ação súbita. 

As respostas variadas e a distribuição tecidual dos re- 
ceptores a- e p-adrenérgicos, e seus subtipos, a diferentes 
agonistas e antagonistas têm consequências terapêuticas 
importantes. Por exemplo, o propranolol é utilizado para 
o tratamento da pressão sanguínea alta e protege vítimas 
de ataque cardíaco a ataques subsequentes, enquanto o 
efeito broncodilatador da adrenalina a torna clinicamen- 
te útil no tratamento da asma, um distúrbio respiratório 
causada pela contração in apropriada do músculo liso dos 
brônquios. 

G. Hormônios esteroides 

a. Os esteroides adrenocorticaís fazem mediação com uma 
grande variedade de funções metabólicas 
O córtex da suprarrenal produz , pelo menos , 50 esteroides 
adrenocorticaís diferentes ( cuja síntese está esquematizada na 
Seção 25. 6C). Eles têm sido classificados de acordo com a 
resposta fisiológica que desencadeiam: 

1. Os glicocorticoides afetam o metabolismo de carboidra- 
tos, proteínas e lipídeos de maneira quase oposta aos efeitos 
da insulina, e influenciam uma grande variedade de outras 
funções vitais, incluindo reações inflamatórias e a capacidade 
de suportar o estresse. 

2. Os mineralocorticoides atuam sobretudo na regulação 
da excreção de sal e água pelos rins. 

3. Os androgênios e estrogênios afetam o desenvolvimento 
e as funções sexuais. Eles são produzidos em grandes quanti- 
dades pelas gônadas. 

Os glicocorticoides, sendo os mais comuns o cortisol (tam- 
bém conhecido como hidrocortisona) e a corticosterona, e os 
mineralocorticoides, sendo o mais comum a aldosterona, são 
compostos C 21 : 
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a diferenciação sexual, a expressão de características sexuais 
secundárias e o perfil do comportamento sexual. Embora 
tanto os testículos como os ovários sintetizem androgênios 
e estrogênios, os testículos secretam predominantemente 
androgênios, que são conhecidos como hormônios sexuais 
masculinos, enquanto os ovários produzem principalmente 
estrogênios, chamados de hormônios sexuais femininos. 

Os androgênios, dos quais a testosterona é o protótipo, 

OH 



Os esteroides, por serem insolúveis em água, são transporta- 
dos pelo sangue, complexados com a glicoproteína transcorti- 
na e, em menor quantidade, com albumina. Os esteroides (in- 
cluindo a vitamina D) passam espontaneamente através das 
membranas de suas células-alvo para o citosol, onde se ligam 
a seus receptores correspondentes. Os complexos receptores- 
-esteroides migram para o núcleo da célula, onde funcionam 
como fatores de transcrição para induzir, ou em alguns casos 
reprimir, a transcrição de genes específicos (um processo que 
é discutido na Seção 34.3Bn). Dessa forma, os glicocorticoides 
e os mineralocorticoides influenciam a expressão de nume- 
rosas enzimas metabólicas em seus respectivos tecidos- alvo. 
Hormônios da tireoide, que também são apoiares, funcionam 
analogamente. No entanto, como será visto nas seções seguin- 
tes, todos os outros hormônios agem de forma menos direta, 
uma vez que eles se ligam a seus receptores de superfície ce- 
lular correspondentes e, consequentemente, disparam com- 
plexas cascatas de eventos dentro da célula que acabam por 
influenciar a transcrição e outros processos celulares. 

Prejuízos na função adrenocortical, por doença ou trau- 
ma, resultam em uma condição chamada doença de Addison, 
que é caracterizada por hipoglicemia, fraqueza muscular, 
perda de Na + , retenção de K , funções cardíacas prejudi- 
cadas, perda de apetite e aumento na suscetibilidade ao es- 
tresse. A vítima, exceto se tratada com a administração de 
glicocorticoides e mineralocorticoides, debilita-se lentamen- 
te e morre sem nenhuma dor ou sofrimento em especial. O 
problema oposto, hiperfunção adrenocortical, que em geral 
é causado por um tumor no córtex da suprarrenal ou na glân- 
dula hipófise (Seção 19. 1H), resulta na síndrome de Cushing, 
que é caracterizada por fadiga, hiperglicemia, edema (reten- 
ção de água) e uma redis tribuição da gordura corporal que 
origina a característica “face de lua cheia”. O tratamento de 
várias doenças com glicocorticoides sintéticos por longo pe- 
ríodo de tempo resulta em sintomas similares. 

b. Os esteroides gonadaís são responsáveis pelo 
desenvolvimento e função sexuais 
As gônadas (testículos nos machos, ovários nas fêmeas), além 
de produzirem espermatozóides ou óvulos, secretam hor- 
mônios esteroides (androgênios e estrogênios) que regulam 


H 



Proge st erona 


carecem do substituinte C 2 no C 17 , presente em glicorticoi- 
des, e são, portanto, compostos C I9 . Os estrogênios, como por 
exemplo o p-estradiol, assemelham-se aos androgênios, mas 
não possuem o grupo metila no C 1Q porque eles têm um anel 
A aromático, sendo portanto compostos C 18 . Notavelmente, a 
testosterona é um intermediário na biossíntese de estrogênios 
(Seção 25.6C). Uma segunda classe de esteroides ovarianos, 
compostos C 21 chamados progestinas, ajuda a mediar o ciclo 
menstrual e a gravidez (Seção 19.11). A progesterona, a pro- 
gestina mais abundante, é na verdade um precursor de glico- 
corticoides, mineralocorticoides e testosterona (Seção 25 .6C). 

c. A diferenciação sexual é controlada hormonal e 
geneticamente 

Que fatores controlam a diferenciação sexual? Se as gô- 
nadas de um embrião de mamífero macho são removidas 
cirurgicamente, esse indivíduo terá um fenótipo femini- 
no. Evidentemente, mamíferos são programados a desen- 
volver-se como fêmeas a não ser que sejam submetidos à 
influência de hormônios testiculares durante a vida em- 
brionária. De fato, machos genéticos com receptores an- 
drogênicos citosólicos ausentes ou não funcionais possuem 
fenótipo feminino, uma condição chamada feminização 
testicular. Curiosamente, os estrogênios parecem não fazer 
parte do desenvolvimento sexual de embriões femininos, 
apesar de serem essenciais para a maturação e as funções 
sexuais femininas. 
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Indivíduos normais possuem genótipo XY (machos) ou 
XX (fêmeas; Seção 1.4C). No entanto, aqueles com genóti- 
pos anormais XXY (síndrome de Klinefelter) e XO (apenas 
um cromossomo sexual; síndrome de Turner) possuem fenó- 
tipos masculino e feminino, respectivamente, embora ambos 
sejam estéreis. Aparentemente, o cromossomo Y normal con- 
fere o fenótipo masculino, enquanto sua ausência confere um 
fenótipo feminino. Existem, no entanto, raros (1 em 20.000) 
machos XX e fêmeas XY. Esses machos XX (que são esté- 
reis e têm sido identificados em clínicas de infertilidade) pos- 
suem um segmento pequeno de um cromossomo Y normal 
transladado em um dos seus cromossomos X, enquanto em 
fêmeas XY esse segmento está ausente. 

Embriões humanos masculinos e femininos até a sexta 
semana de desenvolvimento possuem genitália indiferen- 
ciada idêntica. Evidentemente, o cromossomo Y contém 
um gene, o fator determinante de testículos (TDF, de testes - 
-determining factor) , que induz a diferenciação dos testículos, 
cuja secreção hormonal, por sua vez, promove o desenvolvi- 
mento masculino. O segmento cromossômico mal-posiciona- 
do (transladado) em fêmeas XY e em machos XX tem uma 
sequência comum de 140 kb que contém um gene estrutural 
SRY (região determinante sexual de Y), que codifica um 
motivo de ligação ao DNA de 80 resíduos. Várias mulheres 
“gênero-re vertido” XY possuem uma mutação na região do 
seu gene SRY que codifica esse domínio de ligação ao DNA, 
que elimina a sua capacidade de ligar o DNA, uma mutação 
que não está presente no gene paterno. O SRY é expresso 
nas células das gônadas embrionárias, responsáveis pela de- 


terminação dos testículos. Além disso, dos 11 camundongos 
XX que foram produzidos com Sry transgênico (o análogo 
de SRY em camundongo), três foram machos. Assim, TDF/ 
SRY é o primeiro exemplo claro de um gene de mamífero 
que controla o desenvolvimento de um sistema de órgãos in- 
teiro (desenvolvimento é discutido na Seção 34 .4B). 

H . Controle das funções entfócrínas; o hipotátamo e a 
hipófise 

O lobo anterior da glândula hipófise e o hipotátamo, uma 
porção do cérebro próxima à hipófise, constituem em uma 
unidade funcional que controla hormonalmente grande parte 
do sistema endócrino. Os neurônios do hipotálamo sintetizam 
uma série de hormônios polipeptídicos conhecidos como fato- 
res liberadores e fatores inibidores da liberação que, quando 
liberados na adeno-hipófise via uma conexão circulatória dire- 
ta (o tempo de meia-vida desses fatores é da ordem de poucos 
minutos), estimulam ou inibem a liberação na corrente sanguí- 
nea dos hormônios tróficos correspondentes. Por definição, 
hormônios tróficos estimulam seus tecidos endócrinos-alvo a 
secretar os hormônios que eles sintetizam. Já que os fatores 
liberadores e inibidores da liberação, os hormônios tróficos e 
os hormônios endócrinos são geralmente secretados em quan- 
tidades na ordem de nanogramas, microgramas e miligramas 
por dia, respectivamente, e tendem a ter tempos de meia- vida 
progressivamente maiores. Diz-se que esses sistemas hormo- 
nais formam cascatas que amplificam o sinal. Quatro desses 
sistemas são proeminentes em humanos (Fig. 19.8; esquerda): 
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FIGURA 19.3 Circuitos de controle hormonal, indicando as relações entre o hipotálamo, a hipófise e os teddos-alvo. Fatores de 
liberação e fatores inibidores da liberação secretados pelo hipotálamo sinalizam para a adeno-hipófise secretar ou parar de secretar 
o hormônio trófico correspondente, que, em geral, estimulam a(s) glândula(s) endócrina(s) correspondente (s) a secretar seus res- 
pectivos hormônios endócrinos. Os hormônios endócrinos, além de controlar o crescimento, diferenciação e o metabolismo dos seus 
tecidos-alvos correspondentes, influenciam a secreção de fatores de liberação e de hormônios tróficos através de inibição por retroali- 
mentação. Os níveis dos hormônios tróficos, da mesma maneira, influenciam os níveis dos seus fatores liberadores correspondentes. 
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1. O fator liberador de corticotrofina (CRF; 41 resíduos) 
faz a adeno-hipófise liberar o hormônio adrenocorticotrópico 
(ACTH; 39 resíduos), que estimula a liberação de esteroides 
adrenocorticais. O sistema completo está sob controle de re- 
troalimentação: o ACTH inibe a liberação de CRF e os este- 
roides adrenocorticais inibem a liberação tanto de CRF como 
de ACTH. Além disso, o hipotálamo, sendo parte do cérebro, 
também está sujeito ao controle neuronal, assim, o hipotálamo 
forma a interface entre o sistema nervoso e o sistema endócrino. 

2. O fator liberador de tireotrofma (TRF), um tripeptídeo 
com um resíduo piro-Glu N-terminal (um derivado de Glu 
em que o grupo carboxil da cadeia lateral forma uma ligação 
amida com seu grupo a mino), 
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uma única cadeia polipeptídica de 191 resíduos, que não é 
relacionada ao TSH, LH ou FSH. 

a. A neuro-hipófise secreta ocitocina e vasopressina 
O lobo posterior da hipófise, a neuro-hipófise (ou hipófise 
posterior), que é anatomicamente distinta da adeno-hipófise, 
secreta dois hormônios nonapeptídicos homólogos (Fig. 19.8, 
â direita): a vasopressina (também conhecida como hormô- 
nio antidiurético [ADH, de antidiuretic hormone ]), que au- 
menta a pressão sanguínea e estimula os rins a reter água; e 
a ocitocina, que causa contração do músculo liso uterino e 
induz o trabalho de parto: 
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estimula a adeno-hipófise a liberar o hormônio trófico tire- 
otrofína (hormônio estimulador da tireoide; TSH) que, por 
sua vez, estimula a tireoide a sintetizar e liberar T 3 e T 4 . O 
TRF, bem como outros fatores liberadores, está presente 
no hipotálamo apenas em quantidades infinitamente pe- 
quenas. Ele foi caracterizado independentemente em 1969 
por Roger Guillemin e Andrew Schally ao usarem extratos 
de hipotálamo de mais de 2 milhões de ovelhas e 1 milhão 
de porcos. 

3. O fator liberador de gonadotrofina (GnRF; 10 resíduos) 
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estimula a adeno-hipófise a liberar o hormônio luteinizante 
(LH) e o hormônio folículo-estimulante (FSH) , que são co- 
letivamente conhecidos como gonadotrofinas. Em machos, o 
LH estimula os testículos a secretar androgênios, enquanto 
o FSH promove a espermatogênese. Em fêmeas, o FSH esti- 
mula o desenvolvimento dos folículos ovarianos (que contêm 
o óvulo imaturo), enquanto o LH dispara a ovulação. 

4. O fator liberador do hormônio do crescimento (GRF; 44 

resíduos) e a somatostatina (14 resíduos; também conhecida 
como fator inibidor da liberação de hormônio do crescimento 
[GRIF, de gr o w th hormone release-inhibiting facto r]), esti- 
mula/inibe a liberação do hormônio do crescimento (GH, de 
growth hormone) da adeno-hipófise. O GH (também chama- 
do somatotrofina), por sua vez, estimula o crescimento em 
geral (ver Fig. 5.5 para um exemplo desse efeito). O GH ace- 
lera diretamente o crescimento de uma variedade de tecidos 
(ao contrário de TSH, LH e FSH, que agem apenas indire- 
tamente, ativando glândulas endócrinas) e induz o fígado a 
sintetizar uma série de fatores do crescimento polipeptídicos, 
chamados somatomedinas, que estimulam o crescimento de 
cartilagens e têm atividades semelhantes à da insulina. 

O TSH, o LH e o FSH são glicoproteínas heterodiméricas 
que, em certas espécies, têm a mesma subunidade a (92 resí- 
duos) e uma subunidade |3 homóloga (em humanos, 114, 114 
e 118 resíduos, respectivamente). O GH humano consiste em 


A taxa de liberação de vasopressina é amplamente controla- 
da por osmorreceptores, que monitoram a pressão osmótica 
do sangue. 

I. Controle do ciclo menstrual 

O ciclo menstrual e a gravidez são particularmente ilustrati- 
vos da interação entre os sistemas hormonais. O ciclo mens- 
trual humano, de —28 dias (Fig. 19.9), é iniciado durante a 
menstruação por um leve aumento no nível de FSH, que 
inicia o desenvolvimento de um novo folículo ovariano. À 
medida que o folículo amadurece, ele próprio secreta es- 
trógenos que sensibilizam a adeno-hipófise ao GnRF. Esse 
processo culmina no aumento abrupto de LH e FSH, que dis- 
para a ovulação. O folículo ovariano rompido, o corpo lúteo, 
secreta progesterona e estrogênios, que inibem a secreção 
adicional de gonadotrofinas pela adeno-hipófise e estimulam 



Ciclo menstrual (dias) 

FIGURA 19.9 Perfil da secreção hormonal durante o eido 
menstrual em fêmeas humanas. 
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o revestimento uterino a se preparar para a implantação do 
óvulo fertilizado. Se a fertilização não ocorre, o corpo lú- 
teo regride, os níveis de progesterona e estrogênios caem e, 
como consequência, ocorre a menstruação (o desprendimen- 
to do revestimento uterino). Os níveis reduzidos de esteroi- 
des também permitem um leve aumento no nível de FSH, 
que inicia um novo ciclo menstrual. 

Um óvulo fertilizado, implantado no revestimento uteri- 
no preparado hormonalmente, logo inicia a síntese de gona- 
dotroGna curió oi ca (CG). Esse hormônio glicoproteico hete- 
rodimérico contém uma subunidade p de 145 resíduos, com 
alto grau de identidade de sequência com as de LH (85%), 
FSH (45%) e TSH (36%) na região N-terminal de 114 resí- 
duos, e a mesma subunidade a. A CG estimula o corpo lúteo 
a continuar secretando progesterona, em vez de regredir, 
prevenindo a menstruação. Os testes de gravidez utilizam 
imunoensaios que detectam CG no sangue ou na urina den- 
tro de poucos dias após a implantação do embrião. A maioria 
dos contraceptivos orais femininos (pílulas anticoncepcio- 
nais) contém derivados de progesterona, cuj a ingestão induz 
um estado de pseudogravidez que inibe o aumento repentino 
de FSH e LH, prevenindo a ovulação. 

J. Hormônio do crescimento e seu receptor 

A ligação do hormônio do crescimento ativa seu receptor a 
estimular o crescimento e o metabolismo de células muscu- 
lares, ósseas e cartilaginosas. Esse receptor, de 620 resíduos, 
é membro de uma grande família de receptores de fatores 
de crescimento proteicos, estruturalmente relacionados, que 
inclui aqueles de várias interleucinas (Seção 19.3Eb). Todos 
esses receptores são constituídos de um domínio N-terminal 
extracelular de ligação ao ligante, um único segmento trans- 
membrana, que é quase certamente helicoidal, e um domí- 
nio C-terminal citoplasmático, que não apresenta homologia 
dentro da superfamília, mas em muitos casos possui ativida- 
de ürosina-cinase (Seção 19.3A). 

A estrutura por raios X dos 191 resíduos do hormônio de 
crescimento humano (hGH, de human growth facto r), com- 
plexado ao ectodomínio de 238 resíduos (porção extracelu- 
lar; do grego: ectos : fora), do seu receptor (hGHR), deter- 
minada por Abraham de Vos e Anthony Kossiakoff, revelou 
que esse complexo consiste em duas moléculas de hGHR 
ligadas a uma única molécula de hGH (Fig. 19.10). O hGH 
é constituído de um feixe de 4 hélices com orientação acima- 
-acima-abaixo-abaixo, bastante semelhante à estrutura por 
raios X do GH de suíno determinada previamente, apesar de 
apresentar diferenças significativas, que podem ser causadas 
pela ligação do hGH ao receptor. Uma variedade de outros 
fatores de crescimento proteicos de estruturas conhecidas, 
incluindo muitas interleucinas (Seção 19.3Eb), contém feixes 
de 4 hélices similares. Cada molécula de hGHR consiste em 
dois domínios fibronectina tipo III estruturalmente similares, 
de —100 resíduos, em que cada um forma um sanduíche to- 
pologicamente idêntico composto de duas folhas p antipara- 
lelas, uma com 3 e a outra com 4 fitas, semelhante à estrutura 
das imunoglobulinas (Fig. 8.48). Os domínios fibronectina 
tipo III, assim chamados porque foram primeiro observados 
na glicoproteína com multidomínios da matriz extracelular 
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FIGURA 19.10 Estrutura por raios X do hormônio de cres- 
cimento humano (hGH) complexado ao domínio extracelular 
(hGHbp) de duas moléculas de seu receptor. As proteínas estão 
mostratadas em modelo de fitas, com hGH em magenta e as 
duas moléculas de hGHbp, que juntas ligam uma molécula de 
hGH, coloridas na ordem do arco-íris do N-terminal (azul) ao C- 
-terminal (vermelho). A vista é ao longo do eixo do feixe de qua- 
tro hélices de hGH com o eixo de ordem dois em relação às duas 
moléculas de hGHbp vertical. As linhas pontilhadas vermelhas 
representam as vias que as cadeias de hGHbp penetram a mem- 
brana. Notar que a expessura da membrana é, na verdade quase 
a altura (~75 A) do complexo hGHbp-hGH-hGHbp. (Com base 
na estrutura por raios X determinada por Abraham de Vos e 
Anthony Kossiakoff, Genentech Inc., South San Francisco, Cali- 
fórnia, EUA. PDBid3HHR.) tjff Ver Exercício interativo 11 


fibronectina, estão entre os mais comuns módulos estruturais 
em receptores com ectodomínios. 

As duas moléculas de hGHR ligam uma molécula de 
hGH por uma simetria de ordem 2 quase exata, sobre um 
eixo que é aproximadamente perpendicular ao eixo heli- 
coidal do feixe de 4 hélices do GH e, presumivelmente, ao 
plano da membrana da célula, à qual o receptor do GH in- 
tacto está ancorado (Fig. 19.10). Os domínios C-terminais 
das duas moléculas de hGHR são quase paralelos e estão em 
contato um com o outro. Interessantemente, as duas molé- 
culas de hGHR utilizam essencialmente os mesmos resíduos 
para ligar sítios que estão em lados opostos do feixe de 4 
hélices do GH e que não possuem similaridade estrutural. A 
análise da estrutura por raios X é bastante consistente com 
os resultados de estudos de mutação destinados a identificar 
os resíduos de hGH e de hGHR importantes para a ligação 
ao receptor. 

A dimerização do hGHR induzida pelo ligante tem impli- 
cações importantes para o mecanismo de transdução do sinal. 
A dimerização, que não ocorre na ausência de hGH, apa- 
rentemente aproxima os domínios intracelulares intactos do 
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receptor de forma a ativar uma proteína efetora, como por 
exemplo uma tirosina-cinase (Seção 19.3A). De fato, mu- 
tantes de hGH que não induzem a dimerização do receptor 
são biologicamente inativos. Muitos outros fatores de cres- 
cimento proteicos também induzem a dimerização de seus 
receptores. 

a. A produção anormal de GH causa crescimento anormal 
A superprodução de GH, geralmente uma consequência de 
um tumor na hipófise, resulta em crescimento excessivo. Se 
essa condição inicia-se enquanto o esqueleto ainda está em 
crescimento, ou seja, antes das placas de crescimento terem 
sido ossificadas, então esse crescimento excessivo ocorre pro- 
porcionalmente por todo corpo, resultando em gigantismo. 
Além disso, uma vez que GH em excesso inibe a produção 
de testosterona necessária para a ossificação da placa de cres- 
cimento, tais “gigantes” continuam crescendo ao longo de 
suas vidas, que são excepcionalmente curtas. Se, no entanto, 
o esqueleto já estiver maduro, o GH estimula apenas o cresci- 
mento dos tecidos moles, resultando em mãos e pés alargados 
e traços faciais grosseiros, uma condição chamada acromega- 
lia (Fig. 19.11). O problema oposto, deficiência de GH, que 
resulta em crescimento insuficiente (nanismo), pode ser tra- 
tado antes da maturidade do esqueleto por injeções regulares 
de hGH (o GH animal não é efetivo em humanos). O hGH 
era, a princípio, disponível apenas a partir de glândulas hipó- 
fises de cadáveres, consequentemente a oferta era extrema- 



FIGURâ 19.U Acromegalia. As feições aumentadas caracte- 
rísticas de Akhenaton, o faraó que governou o Egito nos anos 
1379-1362 a.C., sugerindo fortemente que ele sofria de acrome- 
galia. (Bildarchiv Preussischer Kulturbesitz/Art Resource.) 


mente pequena. Desde o início da década de 1980, no entan- 
to, o hGH tem sido sintetizado em quantidades praticamente 
ilimitadas, por meio de técnicas de DNA recombinante. De 
fato, hGH tem sido ilicitamente obtido por indivíduos que 
desejam aumentar sua capacidade atlética (a proibição do 
uso de hGH não poderia ser executada até o início de 2000, 
quando foram desenvolvidos testes sanguíneos que podem 
distinguir entre hGH natural e recombinante) . 

K. Peptídeos opioides 

Dentre os hormônios mais interessantes secretados pela 
adeno -hipófise estão os polipeptídeos que têm efeitos seme- 
lhantes aos dos narcóticos sobre o sistema nervoso central. 
Entre esses estão a p-endorfina (31 resíduos), o seu penta- 
peptídeo N-terminal, chamado metionina-encefalina, e a 
leucina-encefalina (embora as encefalinas sejam expressas 
independentemente). 
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Essas substâncias ligam-se a receptores opiáceos no cérebro, 
e foi mostrado que são seus agonistas fisiológicos. A função 
dos chamados peptídeos opioides ainda tem que ser estabe- 
lecida, mas parece que eles são importantes no controle da 
dor e do estado emocional. O alívio da dor pelo uso de acu- 
puntura e placebos e também o prazer experienciado pelos 
corredores após o exercício intenso podem ser mediados por 
peptídeos opioides. 

L. A função hormonal do óxido nítrico 

O óxido nítrico (NO, de nitric oxide ) é um radical livre gaso- 
so, reativo e tóxico. Assim, foi uma grande surpresa quando 
se verificou que essa molécula funciona como um sinal pará- 
crino na regulação da dilatação dos vasos sanguíneos e atua 
como um neurotransmissor . Ele também interfere na resposta 
imune. O papel do óxido nítrico na vasodilatação foi desco- 
berto pela observação que substâncias como, por exemplo, 
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acetilcolina (Seção 20.5Cb) e bradicinina (Seção 7.5B), que 
agem por meio do sistema de sinalização do fosfoinositídeo 
(Seção 19.4) e aumentam o fluxo sanguíneo por causar re- 
laxamento do músculo liso, requerem um endotélio intacto 
recobrindo o músculo liso (o endotélio é uma camada de cé- 
lulas que cobre a face interna de certas cavidades corporais, 
como os vasos sanguíneos). Evidentemente, as células endo- 
teliais respondem à presença desses agentes vasodilatado- 
res liberando uma substância difusível e altamente instável 
(tempo de meia-vida —5 s), que induz o relaxamento das cé- 
lulas do músculo liso. Essa substância foi identificada como o 
NO, em parte devido a estudos paralelos que identificaram o 
NO como o metabólito ativo mediador do conhecido efeito 
vasodilatador de nitratos orgânicos antianginais, como por 
exemplo a nitro glicerina 

ch 2 — ch— ch 2 

I ! I 

0 0 0 

I I í 

no 2 no 2 no 2 

N itro gl icerina 

(angina pectoris é uma condição causada pelo fluxo sanguí- 
neo insuficiente ao músculo cardíaco, levando à dor severa 
no peito; as propriedades vasodilatadoras da nitroglicerina 
foram descobertas no século XIX pela observação de que 
trabalhadores com angina pectoris de uma fábrica produtora 
de nitroglicerina passavam por fortes dores durante os finais 
de semana). 

a. A óxido nítrico-sintase requer cinco cofatores redox ativos 
O NO é sintetizado pela NO-sintase (NOS), que cata- 
lisa a oxidação, dependente de NADPH, de cinco elé- 
trons da L-arginina por 0 2 , resultando em NO e o ami- 
no ácido L-citrulina, com a formação do intermediário 
A-hidroxi-L-arginina (NOHA; Fig. 19.12). Três isoenzimas 
de NOS foram identificadas em mamíferos, a NOS neuro- 
nal (nNOS), a NOS induzível (iNOS) e a NOS endotelial 
(eNOS), que também são conhecidas como NOS-1, -2 e -3, 
respectivamente. Essas isoenzimas, que possuem 50 a 60% 
de identidade de sequência, são proteínas homodiméricas 


com subunidades de 125 a 160 kDa, em que cada subunida- 
de consiste em dois domínios: 

1. Um domínio oxigenase ou heme N-terminal, de —500 
resíduos, que catalisa os dois passos da reação da Fig. 19,12 
e contém a interface do dímero. Esse domínio liga os subs- 
tratos 0 2 e L-arginina e os dois grupos prostéticos redox, Fe 
(III)- heme e 5,6,7,8-tetra-hidrobioptcrína (H 4 B), 



OH 

c-ch 3 

H 


5,6,7,8-Tetra-hidrobiopterina 


um composto que também age na hidroxilação da fenilala- 
nina a tirosina (Seção 26.3Ha). As estruturas por raio X dos 
domínios oxigenases da nNOS (Fig. 19.13a), da iNOS e da 
eNOS são bastante semelhantes. 

2. Um domínio redutase C-terminal, de —600 resíduos, 
que fornece os elétrons para reação catalisada pela NOS. 
Ele liga NADPH e dois grupos prostéticos redox, um FAD 
(Fig. 16.8) e um flavina mononucleotídeo (FMN; FAD sem 
seu resíduo AMP; Fig. 22.17a), por meio de três módulos de 
ligação a nucleotídeo. Esse domínio é homólogo à citocro- 
mo P450-redutase, uma enzima que participa do processo de 
destoxificação (Secção 15-4Bc). A estrutura por raios X do 
domínio redutase da nNOS, determinada por John Tainer e 
Elizabeth Getzoff, está apresentada na Fig. 19.13b. 

NADPH ligado ao domínio redutase transmite seus 
elétrons via FAD e depois FMN para o heme no domínio 
oxigenase. Curiosamente, o domínio redutase transmite 
seus elétrons ao domínio oxigenase da subunidade oposta. 
Isso foi mostrado por Dennis Stuehr pela construção de uma 
NOS heterodimérica na qual uma subunidade estava com- 
pleta e a outra consistia apenas no domínio oxigenase. Se 
uma mutação que rompe o sítio de ligação a L-arginina esti- 
vesse na subunidade completa, a atividade enzimática desse 
heterodímero não seria afetada, mas se estivesse apenas no 
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FIGURA 19.12 A reação da NO sintase (NOS). O intermediário AT-hidroxi-L-arginina é firmemente ligado à enzima. 
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FIGURA 19.13 Estrutura por raios X da nJNOS de rato. (a) Seu domínio oxigenase N-terminal está complexado com heme, l- 
-arginina e H 4 B. (b) Seu domínio redutase C-terminal está complexado com FMN, FAD e NADP . Em ambas estruturas, a pro- 
teína homodimérica está representada em modelo de fitas semitransparente ao longo do seu eixo de simetria de ordem 2 e com 
uma subunidade colorida na ordem do arco-íris, do N-terminal (azul) ao C-terminal ( vermelho ) e a outra subunidade em cinza. Os 
grupos ligados estão representados na forma de volume atômico coloridos de acordo com o tipo de átomo (com o C do heme e do 
FMN em verde, o C da L-arginina e do FAD em ciano, o C do H 4 B e do NADP 4 em magenta, N em azul, O em vermelho, P em cor 
de laranja e Fe em marrom avermelhado). (Parte a com base em uma estrutura por raios X determinada por Thomas Poulos, Uni- 
versidade da Califórnia em Irvine; e Parte b com base na estrutura por raios X determinada por John Tainer e Elizabeth Getzoff, 
do The Scripps Research Institute, La Jolla, Califórnia, EUA. PDBids !OM4 e 1TLL.) 


domínio oxigenase da subunidade, a atividade seria abolida. 
O átomo de ferro do grupo heme está coordenado por 5 li- 
gações, com seu ligante axial sendo fornecido pelo átomo de 
enxofre de uma cisteína específica. O substrato L-arginina 
liga-se ao heme no lado oposto da ligação à cisteína, com 
o átomo de N a ser hidroxilado distante —4,0 À do átomo 
de Fe, uma distância muito grande para a formação de uma 
ügação covalente. Uma vez que o 0 2 reage com o átomo de 
Fe do grupo heme, ele presumivelmente se liga entre o Fe e 
o átomo de N. 

A NOS precisa da ligação de H 4 B para produzir NO. 
Na ausência desse grupo prostético, a NOS catalisa de 
maneira eficiente a oxidação de 0 2 a H 2 0 2 mediada por 
NADPH. As investigações realizadas por Steuhr estabe- 
leceram que H 4 B funciona como um agente redox interno 
que, durante as reações que formam NOHA e NO, é oxi- 
dado à sua forma radical (H 4 B) e em seguida é re-reduzido 
à sua forma reduzida (H 4 B). Logo, H 4 B não sofre oxidação 
líquida na reação catalisada por NOS (como acontece na 
reação de hidroxilação de fenilalanina a tirosina; Seção 
26.3Ha). 

O NO difunde-se rapidamente pela membrana da célu- 
la, embora sua alta reatividade evite que ele atue além de 
> 1 mm de seu sítio de síntese (particularmente, ele reage de 
maneira eficiente com oxiemoglobina e desoxiemoglobina: 
NO + Hb0 2 -» NO3 + metHb; e NO + Hb — * HbNO; Seção 
10.1 A). O alvo fisiológico do NO nas células do músculo liso 


é a guanilato-ciclase (GC), que catalisa a reação de GTP 
para formar 3,5-GMP cíclico (GMPc), 


o 
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(GMPc) 

um segundo mensageiro intracelular semelhante ao 
3',5'-AMP cíclico (AMPc; a GC é um homólogo da adenilato- 
-ciclase; Seção 19.2D). O GMPc causa relaxamento do mús- 
culo Uso por estimular a fosforilação de proteínas pela ação 
da proteína-cinase dependente de GMPc. O NO reage com 
o grupo prostético heme da GC para formar nitroso-heme, 
cuj a presença aumenta a atividade de GC em até 200 vezes, 
supostamente, por uma mudança conformacional semelhan- 
te à da hemoglobina ligada ao 0 2 (Seção 10.2Ba; embora GC 
ligue 0 2 fracamente). 
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b. eNOS e nNOS, mas não (NOS, são reguladas por [Ca 2 ] 

A Ca 2+ -calmodulina ativa eNOS e nNOS ao se ligar ao seg- 
mento de —30 resíduos que liga seus domínios oxigenase e 
redutase. Então, por exemplo, a ação estimulatória de agen- 
tes vasodilatadores no sistema de sinalização do fosfoinosití- 
deo (Seção 19.4A) em células endoteliais, que gera um influ- 
xo de cálcio, resulta na síntese de NO. Consequentemente, 
o NO transduz o aumento da [ Ca~ J intracelular induzido 
por hormônios em células endoteliais para aumentar a taxa 
de produção de GMPc nas células musculares lisas vizinhas. 

O NO produzido pela nNOS causa vasodilatação pela es- 
timulação neuronal do músculo liso, independente do endo- 
télio. Nessa via de transdução de sinal, que é responsável pela 
dilatação da artéria cerebral e de outras artérias e da ereção 
peniana (Seção 19.2E), impulsos nervosos causam um aumen- 

'"■‘I 

to da [Ca J nos terminais nervosos, estimulando a NOS neu- 
ronal. O NO resultante difunde-se pelas células do músculo 
liso próximas, onde ele se liga à guanilato-ciclase, ativando-a 
para sintetizar GMPc, como descrito anteriormente. 

A NOS induzível (iNOS) não responde a cálcio mesmo 
tendo duas subunidades calmodulina fortemente ligadas. 
Entretanto, ela é transcricionalmente induzida em macrófa- 
gos e em neutrófilos (células brancas do sangue que englo- 
bam e matam bactérias) , tanto quanto em células endoteliais 
e do músculo liso (a eNOS e a nNOS, ao contrário, são ex- 
pressas constitutivamente, ou seja, a uma taxa constante). 
Algumas horas após a exposição a ritocinas (fatores de cres- 
cimento proteicos que regulam a diferenciação, proliferação 
e atividade de muitos tipos celulares; Seção 19.3Eb) e/ou en- 
dotoxinas ( lipopolissacarídeos da parede celular de bactérias 
que provocam resposta inflamatória; Seção 35.2Fb), essas cé- 
lulas iniciam a produção de grande quantidade de NO e con- 
tinuam a produzi-lo por muitas horas. Macrófagos e neutró- 
filos ativados também produzem íon superóxido {0 2 ), que 
combina quimicamente com NO para formar o ainda mais 
tóxico peroxinitrito (OONCT, que reage rapidamente com 
H 2 0 para formar o radical hidroxila, OH* altamente reativo, 
e N0 2 ), usado por estas células para matar a bactéria ingeri- 
da. De fato, inibidores de NOS bloqueiam a ação citotóxica 
de macrófagos. 

As citocinas e as endotoxinas induzem vasodilatação 
persistente e profunda e uma resposta fraca a vasoconstri- 
tores, como adrenalina. A liberação contínua de NO tem 
sido implicada no choque séptico (uma hiperreatividade do 
sistema imune à infecção bacteriana, frequentemente fatal, 
que resulta na redução catastrófica da pressão sanguínea), 
no dano tecidual relacionado à inflamação como o que ocor- 
re em doenças autoimunes como artrite reumatoide, e no 
dano a neurônios da vizinhança, mas não nos mortos dire- 
tamente pelo choque (lesão de reperfusão; Seção lO.lAa). 
Muitas dessas condições poderiam ser aliviadas com o de- 
senvolvimento de fármacos que inibissem seletivamente a 
iNOS e/ou a nNOS, ao mesmo tempo que permitissem que a 
eNOS cumprisse sua função essencial de manutenção do tô- 
nus vascular. Além disso, a administração de NO parece ser 
clinicamente útil. Por exemplo, a inalação de baixos níveis 
de NO tem sido usada para reduzir a hipertensão pulmonar 
(alta pressão sanguínea nos pulmões, uma condição frequen- 
temente fatal, causada pela constrição das artérias pulmona- 
res) em bebês recém-nascidos. 


2 PROTEÍNAS G HETEROTRIMÉRICAS 

Na Seção 18.3, foi visto que hormônios, como por exem- 
plo glucagon e adrenalina, regulam o metabolismo de gli- 
cogênio por estimular a adenilato-ciclase (AC) a sinteti- 
zar o segundo mensageiro AMPc a partir de trifosfato de 
adenosina (ATP, de adenosine triphosphate). O AMPc, 
então, liga-se à proteína-cinase A (PKA, de protein kina- 
se A) para ativar essa enzima a iniciar cascatas de eventos 
de fosforilação/desfosforilação que controlarão as ativida- 
des da glicogênio-fosforilase e glicogênio-sintase. Várias 
outras moléculas sinalizadoras extracelulares (conhecidas 
como agonistas, ligantes ou efetores) também ativam a sín- 
tese intracelular de AMPc, provocando uma resposta ce- 
lular. Todavia, qual é o mecanismo pelo qual a ligação de 
um agonista a um receptor induz AC a sintetizar AMPc no 
citosol? Para responder a essa questão, será visto que os 
sistemas que ligam receptores à AC, tanto quanto a outros 
efetores, apresentam uma complexidade surpreendente 
que os confere uma grande capacidade de amplificação de 
sinal e flexibilidade regulatória. 

A. Visão gerai 

4po Ver Exploração guiada 16: Mecanismos de sinalização hormonal 
envolvendo o sistema da adeniiato-ciclase A adenilato-ciclase 
está localizada na superfície citosólica da membrana plasmá- 
tica e os receptores que a ativam, cujos sítios de ligação ao 
agonista estão expostos no espaço extracelular, são proteínas 
distintas que não interagem fisicamente com a AC. Elas são 
funcionalmente acopladas por proteínas G heterotriméricas 
(Fig. 19.14), assim chamadas porque ligam especificamente 
os nucleotídeos de guanina GTP e GDP. A AC é ativada por 
uma proteína G heterotrimérica (frequentemente chamada 
apenas de proteína G), mas somente quando a proteína G 
está complexada a GTP. No entanto, a proteína G hidrolisa 
lentamente GTP a GDP T P; (a uma taxa de 2 a 3 min ) e 
dessa forma desativa-se a si mesma (se as proteínas G fos- 
sem enzimas eficientes, elas seriam incapazes de ativar AC 
efetivamente). A proteína G é reativada pela troca de seu 
GDP ligado por GTP, um processo mediado pelo comple- 
xo receptor- agonista, mas não pelo receptor desocupado. 
Portanto, a proteína G heterotrimérica serve de intermediário 
na transdução de um sinal extracelular a um sinal intracelular 
(o AMPc). Além disso , o sistema receptor - proteína G- AC 
amplifica o sinal extracelular porque cada complexo agonista- 
- receptor ativa muitas proteínas G antes de ser inativado pela 
dissociação espontânea do ligante e, durante o seu tempo de 
vida, cada complexo proteína G • GTP-AC catalisa a forma- 
ção de muitas moléculas de AMPc. Nesta seção, será discuti- 
do como esse processo ocorre. 

As proteínas G heterotriméricas são membros da su- 
perfamília das GTPases regulatórias, coletivamente conhe- 
cidas como proteínas G (quando se refere à heterotrimé- 
rica ou a alguma outra espécie de proteína G, geralmente 
está claro no contexto) . Proteínas G não heterotriméricas 
possuem ampla variedade de funções essenciais, incluin- 
do transdução de sinal (p. ex., Ras; Seção 19.3CÍ), tráfego 
de vesículas (p. ex., Arf, dinamina e Rab; Seções 12-4Cd e 
12-4Db), tradução (como fatores acessórios ribossômicos; 
Seção 32.3) e direcionamento (como componentes da partí- 
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FIGURA 19.14 Ciclo de ativação/desativação de AC hormonalmente estimulada, (a) Na ausência do hormônio, a proteína G 
heterotrimérica liga GDP e AC está cataliticamente inativa. (6)0 complexo hormônio -receptor estimula a proteína G a trocar seu 
GDP ligado por GTP. (c) O complexo proteína G ■ GTP, por sua vez, liga-se e consequentemente ativa AC a produzir AMPc. (d) A 
hidrólise final, catalisada pela proteína G, do GTP ligado à GDP leva a dissociação da proteína G e consequente inativação da AC. 


cuia de reconhecimento de sinal (SRP) e receptor de SRP; 
Seção 12.4Ba). As diferentes proteínas G compartilham 
motivos estruturais comuns que ligam nucleotídeos de gua- 
nina (GDP e GTP) e catalisam a hidrólise de GTP a GDP 
+ P,. (ver a seguir). 

B. Receptores acoplados à proteína G 

Os receptores responsáveis por ativar a AC e outros alvos das 
proteínas G heterotriméricas são proteínas integrais com 7 hé- 
lices transmembrana (Fig. 19.15) cujo N-terminal está no es- 
paço extracelular e o C-terminal no citosol. Esses receptores 
acoplados à proteína G (RAPGs; também chamados hep- 
taelicoidais, 7TM e receptores serpentina) constituem uma 
das maiores famílias de proteínas conhecidas (> 800 espécies 
em humanos, que constituem 3,5% dos —23.000 genes do ge- 
noma humano). Eles incluem receptores para nucleosídeos, 


Espaço extracelular 



FIGURA 19.15 Estrutura geral de um receptor acoplado à 
proteína G (RAPG). 


nucleotídeos, Ca 21- , catecolaminas (adrenalina e noradrena- 
lina, assim como dopamina [Seção 26. 4B]) e outras aminas 
biogênicas (p. ex., histamina e serotonina; Seção 26. 4B) eico- 
sanoides (prostaglandinas, prostaciclinas, tromboxanos, leu- 
cotricnos e lipoxinas, derivados do ácido graxo de 20 carbo- 
nos, o ácido araquidônico, são potentes mediadores locais de 
numerosos processos fisiológicos importantes; Seção 25.7), e 
receptores para a maioria da grande variedade de hormônios 
peptídicos e proteicos, discutidos na Seção 19.1. Além disso, 
RAPGs possuem importantes funções sensoriais: eles cons- 
tituem os receptores olfatórios (odor) e gustatórios (gosto; 
estima-se que há —460 tipos diferentes em humanos), as- 
sim como as várias proteínas sensíveis à luz na retina, que 
são conhecidas como rodopsinas. Além do mais, os RAPGs 
constituem a mais importante classe de alvos de fãrmacos do 
arsenal farmacêutico (Seção 15.4): —50% dos fármacos apro- 
vados exercem seus efeitos terapêuticos por interagir seleti- 
vamente com RAPGs específicos. 

a. RAPGs possuem estruturas semelhantes 

Apesar disso, as estruturas de apenas poucas espécies de 
RAPGs já foram elucidadas, principalmente devido às apa- 
rentes flexibilidades de seus segmentos extramembranas e a 
dificuldade em geral de cristalização de proteínas transmem- 
brana (Seção 12.3Aa). O primeiro RAPG cuja estrutura por 
raios X foi reportada é o da rodopsina bovina (Fig. 19.16). 
A rodopsina é constituída de uma proteína de 348 resíduos, 
a opsina, que é covalentemente ligada ao cromóforo re- 
finai (Fig. 12.24) por uma base de Schiff na Lys 296, como 
ocorre na proteína homóloga bacteriorrodopsina (Seção 
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FEGURA 19.16 Estrutura por raios X da rodopsina bovina. 

A estrutura é vista em paralelo ao plano da membrana, com 
suas posições indicadas na figura. A superfície transparente 
representa a face da proteína acessível ao solvente com a sua 
cadeia polipeptídica representada na forma de fiteis coloridas 
na ordem do arco-íris, do seu N-terminal (azul) ao C-terminal 
(vermelho). Note o feixe de 7 hélices transmembrana quase 
paralelas. O grupo prostético da proteína, o retinal, está mos- 
trado na forma de volume atômico (magenta), assim como 
seus dois grupos palmitoil covalentemente ligados e seus dois 
oligossacarídeos (coloridos de acordo com o tipo de átomo, 
com C em verde, N em azul, O em vermelho e S em amarelo). 
(Com base na estrutura por raios X determinada por Tetsuji 
Okada, do National Institute of Advanced Industrial Science 
and Technology [Instituto Nacional de Ciência Industrial 
e Tecnologia Avançada], Quioto, Japão; e Volker Buss, da 
Universidade de Duisberg-Essen, Duisberg, Alemanha. 
PDBid 1U19.) 


12.3Ab), uma bomba de prótons heptaelicoidal impelida por 
luz (Seção 22.3Bh). A absorção de um fóton induz a izome- 
rização do retinal ligado à rodopsina, do seu estado funda- 
mental 11-cís para sua forma todo -trans. Essa isomerização é 
acompanhada por uma mudança de conformação transitória 
na opsina antes que o todo-írans-retinal seja hidrolisado e 
dissociado da opsina (que é subsequentemente regenerada 
pela adição de ll-ds-retinal fornecido por células epiteliais 
adjacentes na retina). É essa mudança conformacional, que 
ocorre principalmente na superfície citosólica da rodopsina, 
que ativa sua proteína G cognata. As rodopsinas são únicas 
dentre os RAPGs em que seu “agonista” 11 -cis retinal está 
covalentemente ligado à proteína. Todos os outros RAPGs 
ligam compostos difusíveis. As estruturas por raios X dos 


receptores [11- e (32-adrenérgicos e do receptor de adenosi- 

na humano A 2A , as únicas outras espécies de RAPGs cujas 
estruturas já foram determinadas, revela que suas porções 
transmembrana são bastante semelhantes entre si e com a 
da rodopsina, e que seus agonistas ligados ocupam posições 
semelhantes àquela do retinal na rodopsina. Note que as hé- 
lices transmembrana dos RAPGs são mais ou menos unifor- 
mes em tamanho (20 a 27 resíduos), mas seus segmentos ex- 
tramembrana que formam os sítios de ligação ao ligante e à 
proteína G variam amplamente em extensão dependendo da 
identidade do RAPG (7 a 595 resíduos para N- e C-terminais 
e 5 a 230 resíduos para as alças conectando suas hélices TM). 

C. Proteínas G heterotrimérícas: estrutura e função 

As proteínas G heterotriméricas, caracterizadas pela primei- 
ra vez por Alfred Gilman e Martin Rodbell, são mais comple- 
xas do que a Fig. 19.14 indica: elas consistem, como seu nome 
sugere, em três subunidades diferentes, a, p e y (respectiva- 
mente, 45, 37 e 9 kDa), das quais a G tt é que liga GDP e GTP 
(Fig. 19.17) e portanto faz parte da superfamília das proteínas 
G. A ligação de G„ • GDP-G p G 7 ao complexo ligante-RAPG 
correspondente induz G ft a trocar seu GDP por GTP e, ao 
fazê-lo, dissociar-se de G„G V G„ e G , ao contrário, ligam-se 
uma à outra com afinidade tão alta que elas se dissociam ape- 
nas sob condições desnatur antes. Consequentemente, daqui 
por diante seu complexo será referido como G pr 

G a e G^ são proteínas ancoradas à membrana: G a por 
miristoilação e/ou palmitoilação na, ou próximo da, sua re- 
gião N-terminal (Seção 12.3Bb), e G P7 pela prenilação de 
G em sua região C-terminal (Seção 12.3Ba). Essas modifi- 
cações lipídicas estabilizam as interações de G„ com G Pr já 
que elas localizam ambas na superfície interna da membrana 
plasmática. 

A ligação de GTP, além de diminuir a afinidade de G a 
pelo complexo ligante-RAPG correspondente, aumenta 
sua afinidade pelo seu efetor, a AC. Portanto, é a ligação de 
G a -GTP que ativa a AC (Fig. 19.17, esquerda). 

G„ também pode participar diretamente na transdução 
de sinal: ela ativa uma ampla variedade de proteínas sinali- 
zadoras, incluindo algumas isoformas de AC (Seção 19.2D), 
certos canais iônicos específicos para Na + , K e Ca 2r , várias 
proteínas tirosina-cinases (Seção 19.3A) e fosfolipase C-p 
(PLC-p, de phospholipase C-p; um componente do sistema 
de sinalização do fosfoinositídeo; Seção 19.4Ba). Dessa for- 
ma, Gp 7 fornece uma fonte importante de intercomunicação 
entre os sistemas de sinalização. 

Após a hidrólise de GTP, catalisada por G tt , o complexo 
G a • GDP resultante dissocia-se da AC e reassocia-se com G y 
para formar novamente a proteína G inativa. Uma vez que 
G a hidrolisa o GTP ligado a ela a uma taxa característica, ela 
funciona como um relógio molecular que limita o período de 
tempo que G a • GTP e G» podem interagir com seus efetores. 

Vários tipos de complexos ligante-RAPG podem ativar 
a mesma proteína G. Isso ocorre, por exemplo, nas células 
do fígado em resposta à ügação dos hormônios correspon- 
dentes aos receptores de glucagon e aos receptores p-adre- 
nérgicos. Em tais casos, a quantidade de AMPc produzido 
é a soma daquela induzida pelos hormônios individuais. As 


Bioquímica 691 


Sinal 

externo 

,, estimulatório 


Sinal 
externo 
, r inibitório 



Membrana 

piasmãtica 


Citosol 


ATP 


4AMP 


Ro ■ AMPcí 4- 2C 


ADP 


Proteína 

(inativa) 


Proteína (p) 
(ativa) 


Fosfoproteína- 

-fosfatase 


HoO 


GTP GDP H 2 0 A G Sü ■ GDP 

T +P , 

I 

t 

Toxina 

colérica 


4ATP 


4PP, 


H 2 0 G íc( ■ GDP 

+ P ; 


GDP 


GTP 


Toxina 


pertüssis 


F osfodiesterase 



f 

4AMPc + R 2 C 2 


4H 2 0 


T 

Resposta 

celular 

FIGURA 19 17 Mecanismo de ativação/inibição da AC mediada por receptor. A ligação do hormônio a um receptor estimu- 
latório, R h (à esquerda ), induz sua ligação à proteína G s , que, por sua vez, estimula a subunidade G SÜ a trocar seu GDP ligado 
por GTP. O complexo G SU[ • GTP dissocia-se de G p e, à medida que hidrolisa o GTP a GDP, estimula a conversão de ATP em 
AMPc pela adenilato-eiclase (AC). A ligação do hormônio ao receptor inibitório, Rj (à direita ), inicia uma cadeia de eventos 
quase idêntica, com a exceção de que o complexo formado, G it[ • GTP, inibe a adenilato-ciclase de sintetizar AMPc. R 2 C 2 re- 
presenta a proteína-cinase dependente de AMPc cuja subunidade catalítica C, quando ativada pela dissociação do dímero re- 
gulatório R 2 ■ AMPc 4 (Seção 18-3Cb), fosforila várias proteínas celulares, ativando -as. Os locais de ação das toxinas da cólera e 
pertüssis estão indicados. 


proteínas G também podem agir em outras vias que não 
pela ativação da AC: elas são conhecidas, por exemplo, por 
estimular a abertura de canais de K + em células cardíacas e 
por participar no sistema de sinalização de fosfoinositídeo 
(Seção 19.4A). 

Alguns complexos ligante-RAPG inibem em vez de ati- 
var a AC ( Fig : 19.17, direita). Esses incluem os receptores a 2 _ 
-adrenérgicos e receptores para somatostatina e opioides. O 
efeito inibitório é mediado pela proteína G “inibitória”, G i? 
que pode ter as mesmas subunidades p e y como tem a pro- 
teína G “estimulatória”, G s , mas tem uma subunidade a dife- 
rente, G i(1 (41 kDa). G; age analogamente à G s , pois, quando 
ligada ao seu complexo ligante-RAPG correspondente, sua 
subunidade G lft troca o GDP ligado por GTP e dissocia-se da 
G pr No entanto, a G 1C , inibe, em vez de ativar, a AC por meio 


de interações diretas e possivelmente porque a G p ,, liberada 
liga e sequestra a G Stt . Esse mecanismo é sustentado pela ob- 
servação que membranas de células hepáticas contêm muito 
mais G x do que G s . A ativação de G ; nessas células liberaria 
G p suficiente para ligar as G ia disponíveis. 

A G sa e a G ifí são membros de uma família de proteínas 
relacionadas, muitas das quais possuem outros efetores a ju- 
sante que não AC. Essa família também inclui: 

L G , que faz uma comunicação com o sistema de sinaliza- 
ção do fosfoinositídeo (Seção 19.4Ba). 

2. Transducina (G ta ), uma variante da G ia , que transduz o 
estímulo visual por acoplar a mudança conformacional da 
rodopsina, induzida pela luz, à ativação de uma fosfodies- 
terase específica, que então hidrolisa GMPc a GMP. Essa 
GMPc-fosfodiesterase (GMPc-PDE) é um heterotetrâme- 
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ro a Py 2 que é ativado pelo deslocamento de suas subunida- 
des y inibitórias (PDE-y) devido a sua ligação mais firme a 
G ta • GTP. Um canal transmembrana específico para cátions 
(Seção 20.3 A), que é mantido aberto pela ligação de GMPc, 
fecha-se em função da consequente redução na [GMPc] , dis- 
parando assim um impulso nervoso (Seção 20.5B) que indi- 
ca que luz foi detectada. 

3. G olf , uma variante da G sa , que é expressa apenas em neu- 
rônios sensoriais olfativos e participa na transdução de sinal 
odorante. 

4. G Uil e G 13a , que participam na regulação do citoesqueleto. 

Essa heterogeneidade das proteínas G ocorre nas subu- 
nidades p e y tanto quanto nas subunidades ct. De fato, foram 
identificadas em humanos 21 subunidades a, 6 subunidades 
p e 12 subunidades 7 diferentes, algumas das quais parecem 
ser expressas ubiquamente, enquanto outras são expressas 
apenas em células específicas. Assim, uma célula pode conter 
várias proteínas G de um determinado tipo relacionadas, que 
interagem com receptores e efetores com especificidades di- 
ferentes. Presumivelmente, esse complexo sistema de sinali- 
zação permite às células responder de maneira gradual a uma 
variedade de estímulos. 

a. Proteínas G frequentemente necessitam de proteínas 
acessórias para funcionar 

O funcionamento fisiológico apropriado de uma proteína G 
frequentemente requer a participação de vários outros tipos 
de proteínas: 

1. Uma proteína ativadora de GTPase (GAP, de GTPase- 
activating protein ), que, como seu nome indica, estimula a 
proteína G correspondente a hidrolisar o GTP ligado a ela. 
Esse aumento pode ser > 2.000 vezes. Os efetores a jusan- 
te de G ta e G qa , GMPc-PDE (Seção 19.3E) e PLC-p (Seção 
19.4Ba), respectivamente, apresentam atividades de GAP 
em relação à G ta e G qa (que de outra maneira hidrolisaria 
GTP a taxas fisiologicamente insignificantes), mas a AC não 
apresenta atividade de GAP em relação à G sa ou G ia . No 
entanto, em humanos uma família diversa de mais de 37 pro- 
teínas RGS (reguladores de sinalização de proteína G) age 
como GAP para subunidades G a , por ligar-se mais avida- 
mente a elas quando estão no estado de transição conforma- 
cional para a hidrólise de GTP. 

2. Um fator trocador de nudeotídeo de guanina ([GEF, de 

guanine nucleotide exchange factor ] ; também chamado fator 
liberador de nudeotídeo de guanina [GRF, de guanine nucle- 
otide releasing factor]), induz a proteína G correspondente a 
liberar o GDP ligado a ela. A proteína G, subsequentemen- 
te, liga outro nudeotídeo de guanina (GTP ou GDP, que a 
maioria das proteínas G ligam praticamente com a mesma 
afinidade), mas, uma vez que as células mantêm uma con- 
centração de GTP que é 10 vezes maior que a de GDP, isso 
acarreta a troca do GDP por GTP. Para proteínas G hete- 
rotriméricas, os complexos agonista-RAPG fundonam como 
GEF. 

3. Um inibidor da dissociação de nudeotídeo de guanina 
(GDI, de guanine nucleotide dissociation inhibitor). O comple- 
xo Gp pode ser considerado um GDI da G a , porque o GDP 
dissocia-se lentamente de subunidades G a isoladas, mas per- 
manece quase irreversivelmente ligado aos heterotrímeros. 


b. As estruturas por raios X de proteínas G u explicam suas 
funções 

As estruturas por raios X dos 325 resíduos C-terminais dos 
350 resíduos da a-transducina bovina (G ta ) complexada com 
GDP (Fig. 19. 18a, 6) e com o análogo de GTP fracamente 
hidrolisável, GTP 7 S 
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II II II 

"O— P — O— P — O— P — O — CH 

I I I 

0“ O" 0“ 

H 

GTPyS oh oh 



(Fig. 19.18c, d), foram determinadas por Heidi Hamm e Paul 
Sigler. A G t „ é constituída de dois domínios claramente de- 
lineados conectados por dois elos polipeptídicos: ( 1 ) um do- 
mínio GTPase altamente conservado, que é estruturalmente 
similar àqueles em outras proteínas G de estrutura conhecida 
(e, por isso, frequentemente descrito como um domínio do 
tipo Ras), e (2) um domínio helicoidal, peculiar às proteínas 
G heterotriméricas. Nucleotídeos de guanina ligam-se à G ta 
em uma fenda profunda, flanqueada por esses domínios. As 
estruturas por raios X de G ia ■ GTP 7 S e G sa • GTP 7 S, deter- 
minadas por Gilman e Stephen Sprang, são muito semelhan- 
tes à estrutura do complexo G ta ■ GTPyS. 

A comparação das estruturas dos complexos G la • GDP 
e G la ■ GTPyS revela que a presença do grupo fosfato y do 
GTP 


promove uma mudança conformacional significativa em 
três alças conhecidas como regiões comutadoras, todas locali- 
zadas na face frontal da G la na Fig. 19.18. 0 fosfato y forma li- 
gações de hidrogênio com as cadeias laterais dos Comutadores 
I e II, puxando esses segmentos polipeptídicos em sua direção 
e fazendo com que o Comutador II entre em contato com 
o Comutador III, de modo a puxá-lo para a direita na Fig. 
19.18). Essas mudanças conformacionais combinadas formam 
uma cavidade extensa sobre o sítio de ligação a GDP, a ser 
preenchida em grande parte pelo complexo GTPyS. 

Existem regiões equivalentes aos Comutadores I e II em 
outras proteínas G de estrutura conhecida. Porções desses 
segmentos polipeptídicos têm sido envolvidas nas intera- 
ções entre G ta e GMPc-PDE e nas interações entre G sa e sua 
AC-alvo (Seção 19.2D). 


c. As estruturas por raios X das proteínas G heterotriméricas 
As estruturas por raios X das proteínas G heterotriméricas 
foram determinadas por Gilman e Sprang (G t ■ GDP; Fig. 
19.19) e por Hamm e Sigler (G, ■ GDP). Essas estruturas 
revelam que a subunidade G p (Fig. 19.196) consiste em um 
domínio helicoidal N-terminal, seguido por um domínio 
C-terminal compreendendo sete folhas p antiparalelas de 4 
fitas, arranjadas como pás de uma hélice de navio - uma hé- 
lice p em que cada uma das pás são formadas por motivos 
WD40 (Seção 12.4Cb) - que circunda um canal central re- 
pleto de água. O motivo WD40 ocorre em grupos funcional- 
mente diversos de proteínas contendo hélice p de 4 a 8 pás, 
incluindo o domínio N-terminal de 7 pás da cadeia pesada 
da clatrina (Seção 12.4Cb). A subunidade G 7 consiste, basi- 
camente, em dois segmentos helicoidais unidos por um elo 
polipeptídico (Fig. 19.19 b). Ela está fortemente associada à 
Gp ao longo de toda sua extensão, sobretudo por interações 
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F IGURA 19.16 Diferenças estruturais entre as formas inativas e ativas de G ta (transducina). A mudança na estrutura é indicada 
pela comparação da estrutura por raio X do complexo G ta • GDP representadas por (a) fitas, e (b) volume atômico, com aqueles do 
complexo G kt ■ GTP 7 S (c) fitas, e (d) volume atômico, todas vistas na mesma direção. Na representação em fitas, as hélices e as fo- 
lhas p estão em verde; os segmentos conectando-as estão em amarelo-ouro; os nucleotídeos de guanina estão em magenta; exceto o 
fosfato 7 do GTP 7 S que está em amarelo; e o íon Mg" ’ está representado por uma pequena esfera azul. As três regiões comutado- 
ras (I, II e II) da proteína estão destacadas em ciano. Na parte c, as duas alças da proteína que estão envolvidas nas interações com 
a subunidade da GMPc-fosfodiesterase (PDE 7 ), a qual elas se ligam estão marcadas em amarelo, enquanto as três alças envolvidas 
na interação de homólogos da G sti com a adenilato-ciclase (AC) estão marcados em cor-de-rosa. O modelo de volume atômico está 
colorido da mesma maneira que os diagramas em fitas, exceto os resíduos amarelos, que aqui indicam aqueles que podem estar 
envolvidos na propagação ou na estabilização das transições estruturais induzidas pela ligação do grupo fosfato 7 . O quadro no 
modelo de volume atômico contorna a cavidade em G Ul ■ GDP que se fecha quando o GDP é substituído por GTP 7 S e que tem 
sido implicada na modulação da afinidade de G ( i por G p e pelo receptor. (Cortesia de Paul Sigier, Yale University, EUA. PDBids 
1TAG e 1TND.) 


hidrofóbicas, não possuindo estrutura terciária. A estrutura 
por raios X da G p7 isolada é essencialmente idêntica àquela 
do complexo G a ■ GDP-G^, indicando que a estrutura de 
Gp 7 não muda por sua associação com G„ * GDP. 

G a e G„ associam-se principalmente por contatos al- 
tamente conservados entre as regiões dos Comutadores I e 
II da G„ e as alças e voltas na parte inferior da hélice p da 
Gp 7 (Fig. 19.19). Além disso, há uma interação menos exten- 
sa entre a hélice N- terminal de G a (que é desordenada na 


G a isolada) e a primeira pá da hélice G p (lado posterior da 
Fig. 19.19a). A comparação da estrutura de G„ • GDP-Gp 7 
com a da G a • GTPyS revela por que G a não pode simulta- 
neamente ligar GTP e G„ : em G a -GDP-G ^ o segmento do 
Comutador II de G a contata G» de uma forma a prevenir que 
o Comutador II adote a conformação necessária para ligar o 
fosfato g de G TP. Ademais, as mudanças conformacionais no 
Comutador II são coordenadas com aquelas no Comutador 
I, de modo que, juntas, elas se fecham sobre o GDP ligado a 
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FIGURA 19.19 Estrutura por raios X da proteína G heterotrimérica G r (a) A subunidade G u está em roxo com seus segmentos 
Comutadores I, II e III em verde, azul e vermelho, respectivamente, e com o GDP ligado representado na forma de volume atô- 
mico com os átomos de C em verde, N em azul, O em vermelho e P em amarelo. O segmento N-terminal da subunidade G„ está 
em azul e cada pá da sua hélice |3 tem uma cor diferente. A subunidade G está em amarelo-ouro. A vista é perpendicular ao eixo 
da hélice p da subunidade G p . A membrana plasmática estaria no topo do esquema, conforme deduzido a partir das posições da 
extremidade N-terminal da G a e da extremidade C-terminal da G vizinha, que, in vivo, estão conectadas à membrana plasmática 
por meio de lipídeos. Entretanto, a orientação da proteína em relação à membrana plasmática não é conhecida (ver Fig. 19-20). 

(6) Vista da parte a após rotação de 90° ao redor de seu eixo horizontal, olhando a partir da membrana plasmática. A proteína está 
colorida como na Parte a , exceto a subunidade G t . que está em cinza. (Com base na estrutura por raios X elucidada por Alfred Gil- 
man e Stephan Sprang, University of Texas Southwestern Medicai Center EUA, PDBid 1GP2.) Ver Exercícios interativos 


Gof-G^, o que explica sua ligação mais forte do que aquela 
em G k ■ GDP. 

A pergunta permanece, como um RAPG ligado induz 
sua subunidade G a -alvo a trocar seu GDP ligado por GTP? 
A estrutura por raios X da opsina em uma conformação ati- 
vada complexada com o segmento C-terminal de 11 resíduos 
de G [0( , determinada por Oliver Ernst, sugere uma resposta 
parcial a esta questão. O segmento helicoidal (a extremidade 
a direita da hélice ct5 na Fig. 19.18a e a extremidade esquer- 
da da hélice cinza quase horizontal na parte superior da Fig. 
19.19b), que foi mostrado ser o principal sítio de interação 
com a opsina ativada, Üga-se na face citosólica da opsina. Isso 
levou à construção do modelo em que o restante de G lc G^ 
é anexado no segmento C-terminal de G lft (Fig. 19.20). Para 
evitar um empedimento estérico entre G ta G P7 e a membrana, 
G ta G„ deve estar 40° inclinada para cima. Um mecanismo 
simples para esse processo é a reorientação da alça que co- 
necta a hélice ct5e a fita p6 (Fig. 19.18a). Já que essa alça 
participa na ligação do anel de guanina do GDP, uma supo- 
sição razoável é que este ajuste conformacional expele GDP 
do seu bolso de ligação, quando opsina subsequentemente 
libera G^G^, permitindo a ligação de GTP em seu lugar. 

d. A toxina colérica estimula a adenilato-ciclase por ativar a 
G Sft permanentemente 

O principal sintoma da cólera, um distúrbio intestinal cau- 
sado pela bactéria Vibrio cholerae, é uma diarreia intensa 


que, se não for tratada, frequentemente resulta em morte 
por desidratação. Essa doença terrível não é uma infecção 
no sentido estrito, já que o vibrião não invade nem danifica 
o tecido, mas simplesmente coloniza o intestino, assim como 
E. coli. A catastrófica perda de fluidos induzida pela cólera 
(muitas vezes acima de 6 litros por hora!) ocorre em respos- 
ta a uma toxina bacteriana. De fato, a simples reposição de 
água e sais às vítimas de cólera habilita-as a sobreviver os 
poucos dias necessários para eliminar imunologicamente a 
infestação bacteriana. 

A toxina colérica (TC; também conhecida como cole- 
ragênio) é uma proteína de 87 kDa, composta pelas subu- 
nidades AB 5 , em que as subunidades B (103 resíduos cada) 
formam um anel pentagonal ao qual está ligada a subunidade 
A (240 resíduos). Antes da TC ser secretada, a subunidade 
A é cüvada em um único local por uma protease bacteriana, 
gerando dois fragmentos, Al (—195 resíduos N-terminais) 
e o A2 (—45 resíduos C-terminais) , que se mantêm ligados 
por uma ligação dissulfeto. Quando ocorre a ligação da TC 
ao seu receptor de superfície celular, o gangliosídeo G M1 
(Seções 12-1D e 25-8Cd), a subunidade A clivada (mas não 
as subunidades B ) é internalizada pela célula via endocitose 
mediada por receptor e percorre o caminho retrógrado ao 
longo da via secretória (Seção 12.4B) para o aparelho de 
Golgi. De lá, ela é conduzida para o retículo endoplasmático 
(RE) ao se ligar, por meio da sequência C-terminal KDEL 
de A2, a um receptor KDEL (que normalmente atua para 
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FIGURA 19.20 Modelo para a transmissão de sinal de um 
RAPG ativado à sua proteína G heterotr mérica-alvo. (a) A 

estrutura por raios X da opsina bovina ativada (em cor de laran- 
ja, orientada segundo aquela na Fig. 19-16 por rotação de -90° 
sobre o eixo vertical) complexada com o segmento helicoidal 
C- terminal de 11 resíduos de G ta (azul). A estrutura por raio X 
da G la G„ 7 (cinza) está posicionada acima da estrutura da opsina 
de forma que essa porção da hélice C-terminal de G tô (o restan- 
te está em vermelho) está sobreposta ao segmento helicoidal 
ligado à opsina. As linhas tracejadas delineiam a membrana em 
que a opsina está embebida. Note que este modelo resulta em 
um impedimento estérico entre a proteína G e a membrana. ( b ) 
Para aliviar o impedimento estérico, a proteína G girou 40° ( seta 
amarela mais abaixo) por meio de uma mudança conformado - 
nal na alça que precede a hélice C-terminal de G tu . Essa alça 
participa na ligação de nucleotídeos de guanina (GDP e GTP) e 
consequentemente foi postulado que sua reorganização expele 
GDP (representado na forma de volume atômico com os áto- 
mos de C em magenta, N em azul e O e P em cor de laranj a) de 
seu bolso de ligação ( seta amarela mais acima). Na subsequente 
dissociação, a G te liga GTP (que a célula mantém a uma con- 
centração 10 vezes maior que a de GDP), e consequentemente 
dissocia-se de G p ,,. (Cortesia de Oliver Emst, Charité-Universi- 
tãtsmedizin Berlim, Alemanha. PDBids 3DQB e 1GOT.) 

recuperar proteínas residentes no RE que escaparam do RE; 
Seção 12.4Ch). O fragmento Al é então liberado do A2 e 
entra no citoplasma através do translocon (que normalmente 
conduz polipeptídeos em crescimento e ainda desdobrados 
para o RE; Seção 12.4Bd) por um processo em que Al é des- 
dobrado pela ação do tipo chaperona da proteína dissulfeto- 
-isomerase (PDI; Seção 9.2A). 

No citoplasma, Al catalisa a transferência irreversível 
de uma unidade ADP-ribose do NAD T para a cadeia lateral 
de uma arginina específica da G Sf[ (Fig. 19.21). Esta reação é 
amplamente acelerada pela interação de Al com o fator de 



ribosilação do ADP (FRA), uma proteína G pequena tipo 
Ras, complexada com GTP, que normalmente da início à for- 
mação das vesículas revestidas por clatrina (Seção 12.4Cd). 
A G. a ■ GTP ADP -ribosilada pode ativara AC, mas é incapaz 
de hidrolisar seu GTP. Em consequência, a AC permanece 
sempre em seu estado ativo. As células epiteliais do intestino 
delgado normalmente secretam fluido digestivo (uma solu- 
ção salina rica em HCO“ 3 ) em resposta a pequenos aumentos 
na [AMPc], que ativam bombas de Na" intestinais por meio 
da sua fosforilação pela PKA (bombas iônicas são discuti- 
das nas Seções 20-3 e 20-4). O aumento em —100 vezes na 
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FIGURA 19.21 Mecanismo de ação da toxina colérica. O fragmento Al da toxina colérica complexado com ARF * GTP catalisa 
a ADP-ribosilação, por N AD ' , de um resíduo de Arg específico da subunidade G sa , tomando essa subunidade incapaz de hidrolisar 
GTP. 
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[AMPc] intracelular induzida pela TC faz essas células epi- 
teliais eliminarem enormes quantidades de fluido digestivo, 
assim produzindo os sintomas da cólera. A TC também afeta 
outros tecidos in vitro, mas não in vivo, porque a TC não é 
absorvida do intestino para a corrente sanguínea. 

A notável estrutura por raios X da TC (Fig. 19.22a), de- 
terminada por Graham Shipley e Edwin Westbrook, reve- 
la que seu segmento A2 forma uma hélice estendida inco- 
mum, cuj a extremidade C-terminal se insere no poro central 
preenchido por solvente do pentâmero B 5 , onde é ancorado 
não covalentemente. A porção N-terminal de A2 extende- 
-se além do pentâmero B 5 , de forma a ligar o segmento Al 
cuneiforme a B 5 como se fosse um balão em uma corda. A es- 
trutura por raios X apenas de B 5 complexada com o pentas- 
sacarídeo do seu receptor G M1 (Fig. 19.22b), determinada por 
Wim Hol, indica que esse pentassacarídeo liga-se, através de 
uma extensa rede de ligações de hidrogênio, a cada subuni- 
dade B na face de B s oposta à face que liga a subunidade A. 
A ligação da subunidade A ou do receptor pentassacarídico 
a B 5 causa somente pequenas mudanças estruturais em seus 
respectivos sítios de ligação, sem alterar a interface das subu- 
nidades B 5 . Al contém uma alongada fenda na vizinhança de 
um resíduo implicado na catálise, Glu 112, que presumivel- 
mente forma seu sítio ativo. 


Certas linhagens de E. coli causam uma doença diarreica 
similar (diarreia dos viajantes), embora consideravelmente 
menos severa do que a cólera, por produzirem uma enteroto- 
xina termolábil (TL), uma proteína extremamente semelhan- 
te à TC (suas subunidades A e B são 80 % idênticas e formam 
toxinas AB 5 com estruturas por raios X extremamente simi- 
lares) e que possui o mesmo mecanismo de ação. As razões 
para a diferença na gravidade dessas infecções não estão cla- 
ras (a cólera pode ser fatal dentro de horas, enquanto linha- 
gens enterotóxicas de E. coli em geral apenas incapacitam 
um adulto temporariamente, apesar de serem responsáveis 
pela morte de centenas de milhares de crianças anualmente). 
Isso pode ser devido a modestas diferenças estruturais entre 
as toxinas, diferenças na quantidade de toxina secretada e/ou 
variações na ecologia microbiana. 

Os resultados anteriores fornecem uma base estrutural 
para o desenho de ligantes que interferem com a ligação de 
TC e TL aos seus receptores. Uma vez que esses recepto- 
res ocorrem na superfície do epitélio intestinal, ligantes que 
competem por eles não precisam passar através de nenhu- 
ma membrana. Isso aumenta em muito o limite de tamanho 
usual de —500 D para um fármaco candidato efetivo (Seção 
15.4Ba). Além disso, é improvável que um ligante grande 
entre na corrente sanguínea e, assim, teria efeitos adversos 



FIGURA 19.22 Estrutura por raios X da toxina colérica, (a) O complexo AB 5 completo é visto paralelamente à suposta direção 
do plano da membrana plasmática, à qual o complexo se liga, estando o exterior na parte de cima. O segmento Al está em ciano, 
o segmento A2 está em cinza e cada subunidade B tem uma cor diferente. Apesar de os segmentos Al e A2 formarem uma cadeia 
polipeptídica contínua nesta estrutura, os resíduos 193-195, que precedem a ligação peptídica clivada na ativação da toxina, estão 
desordenados e por isso não estão visíveis aqui (no alto à esquerda). A extremidade C-terminal da hélice do segmento A2 liga-se no 
poro central do pentâmero. (Com base na estrutura por raios X elucidada por Graham Shipley, Boston University, School of Medi- 
cine, EUA e por Edwin Westbrook, Northwestern University, EUA. PDBid 1XTC.) (b) A estrutura do pentâmero B 5 sozinho, em 
que cada subunidade está ligada ao receptor pentassacarídico G M1 da TC. A estrutura é vista a partir da superfície inferior da Parte 
a. As subunidades do pentâmero B 5 estão coloridas como na Parte a e os pentassacarídeos estão representados na forma de esferas 
e bastões, com os átomos de C em verde, N em azul, e O em vermelho. Observe o grande poro central do pentâmero. (Com base na 
estrutura por raio X elucidada por Wim Hol, University of Washington, EUA. PDBid 2 CHB.) 


Bioquímica 


697 


mínimos. Como consequência, a síntese de ligantes multiva- 
lentes que se liguem simultaneamente e com alta afinidade 
aos cinco sítios de ligação ao receptor de uma molécula AB 5 
forneceria compostos promissores contra a TC e a TL. 

e. A toxina pertussis ADP-Ribosila G |0I 

A Bordetella pertussis, a bactéria que causa pertussis (coque- 
luche; uma doença que ainda é responsável por —300.000 
mortes de crianças por ano em todo mundo), produz uma 
proteína AB 5 , a toxina pertussis (TP), que ADP-ribosila um 
resíduo de Cys específico em G ia . Ao fazer isso, ela evita que 
G ia troque seu GDP por GTP e, consequentemente, que ini- 
ba a AC. A estrutura por raios X da TP, determinada por 
Randy Read, revela que suas unidades A e B são estrutu- 
ralmente homólogas àquelas da TC e da TP, embora a su- 
bunidade A da TP se extenda a partir da face oposta do seu 
pentâmero B em relação àquela em TC. Além disso, o pen- 
tâmero B da TP consiste em 4 subunidades diferentes (uma 
com duas cópias), sendo que cada uma é apenas —15% idên- 
tica às subunidades B de TC e TL. 

f. Receptores estão sujeitos à dessensibilização 

Uma das características dos sistemas de sinalização biológi- 
cos é que eles se adaptam a estímulos de longa duração por 
reduzirem sua resposta a eles, um processo chamado des- 
sensibilização. Esses sistemas de sinalização, portanto, res- 
pondem a alterações nos níveis de estimulação e não aos seus 
valores absolutos. Qual é o mecanismo de dessensibilização? 
No caso dos receptores p-adrenérgicos, o complexo epine- 
frina-receptor, mas não o receptor sozinho, é fosforilado em 
um ou mais resíduos de Ser e Thr em sua cauda C-terminal 
pela receptor (i-adrencrgico-cinase (pARK; de fi-adrencrgic 
receptor). Essa proteína citosólica é recrutada para a mem- 
brana plasmática através de sua interação com G 7 quando 
ela não está ligada a G Sa , que também é uma consequência 
da ativação do receptor. A fosforilação do receptor diminui a 
capacidade da adrenalina de influenciar, pelo menos em par- 
te por reduzir a afinidade de ligação da adrenalina ao recep- 
tor. O receptor fosforilado, por sua vez, está ligado a uma de 
duas proteínas 78% idênticas conhecidas como p-arrestinas, 
de uma forma que bloqueia o receptor ativado de ativar sua 
proteína G-alvo. Além disso, a p-arrestina se liga à proteína 
adaptadora AP2 nas cavidades revestidas por clatrina (Seção 
12.4Cd), por onde o complexo receptor pJ-adrenérgico-ar- 
restina é endociticamente sequestrado (Seção 12,5Bc) em 
vesículas especializadas. A superfície extracelular de ligação 
à adrenalina do receptor, então volta-se ao interior da vesí- 
cula e a p-arrestina está localizada para fora de onde ela é 
subsequentemente liberada. As vesículas são desprovidas de 
proteína G heterotrimérica e de AC, dessa forma atenuando 
ainda mais a resposta da célula à adrenalina. Se, no entan- 
to, o nível de adrenalina é reduzido, o receptor é lentamente 
desfosforilado por uma fosfatase e exocitoticamente retor- 
na para a superfície da célula, assim restaurando a sensibili- 
dade da célula à adrenalina. Alternativamente, as vesículas 
podem fusionar-se com endossomos para a transferência de 
seu conteúdo para os lisossomos, onde o receptor é proteo- 
liticamente degradado (Fig. 12.91). Neste último caso, o res- 
tabelecimento da sensibilidade à adrenalina requer a síntese 
adicional de receptor. 


pARK é um membro de uma família de sete proteínas 
conhecidas como RAPG cinases (GRKs, de GPCR kinases ) 
que, junto com alguns outros tipos de proteínas cinases como 
PKA, fosforilam as caudas C-terminal e/ou as alças citosó- 
licas da maioria dos RAPGs ocupados por agonista. Como 
mencionado acima, os RAPGs fosforilados são ligados pela 
p-arrestina e sequestrados em vesículas endocíticas, des- 
sa forma isolando -os de suas proteínas G heterotriméricas 
correspondentes. Além disso, os locais de um determinado 
RAPG que são fosforilados variam de forma tecido -específi- 
ca, o que proporciona flexibilidade regulatória adicional. 

D. Adenilato-cictases 

As proteínas G heterotriméricas G s e G ; atuam no controle 
das atividades da AC. Os mamíferos possuem 9 isoformas co- 
nhecidas de AC ligadas à membrana, AC1 até AC9 (ou AC-I 
até AC-IX), que são expressas de maneira tecido-específica 
e diferem em suas propriedades regulatórias. Essas glicopro- 
teínas transmembrana de —120 kDa consistem em um pe- 
queno domínio N-terminal (N), seguido por duas repetições 
de uma unidade consistindo em um domínio transmembrana 
(M), seguido por dois domínios citoplasmáticos consecutivos 
(C), formando assim a sequência NMj Ci a C lb M 2 C 2a C 2b (Fig. 
19.23). Os domínios C la e C 2a , —30% idênticos, associam-se 
para formar o núcleo catalítico da AC, enquanto C lb , C la e 
C 2a ligam moléculas regulatórias. Assim, G 1& inibe AC1 , 5 e 
6 por ligar a C la ; G Stt ativa todas as isoformas de AC, exceto 
a AC9, por ligar a C 2a ; G p inibe a AC1, 3 e 8 mas ativa a 
AC2, 4 e 7 por ligar a Q,,; e Ca 2 "-calmodulina (Ca 2 -CaM; 
Seção 18.3Ce) ativa a ACl, 3 e 8 por ligar a C lb . Ademais, a 
C 2a da AC2, 5 e 7 são ativadas pela fosforilação de Ser/Thr 


M 1 M 2 



FIGURA 19.23 Diagrama esquemático de uma AC típica de 
mamíferos. Acredita-se que os domínios e M 2 contenham 
6 hélices transmembrana cada um. C la e C 2a formam o núcleo 
catalítico pseudossimétrico da enzima. Os domínios com os 
quais interagem várias proteínas regulatórias conhecidas estão 
indicados. (Segundo Tesmer, J.J.G. e Sprang, S.R., Curr. Opin. 
Struct. Biol. 8, 713 (1998).) 
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específicas em sítios de controle, por exemplo, por uma pro- 
teína-dnase C (PKC; Seção 19.4C), enquanto a C lb da AC5 
e 6 é similarmente inibida pela PKA. Claramente, as células 
podem responder a uma grande variedade de estímulos de- 
terminando seus níveis de AMPc. 

Nenhuma estrutura por raios X de uma isoforma intacta 
de AC foi relatada. No entanto, Sprang determinou a estru- 
tura por raios X de um núcleo catalítico híbrido, consistin- 
do no domínio C la da AC5 (VC : ) e no domínio C 2a da AC2 
(IIC 2 ) complexada com G sa • GTPyS, com ATPotS (um isô- 
mero de ATPyS com um átomo de S no fosfato a) e com 
forscolina 



Forscolina 

(um produto da planta Coleus forskolii que ativa todas as 
ACs, exceto a AC9, e atua diminuindo a pressão sanguí- 
nea). O núcleo catalítico do híbrido VC, • IIC 2 é enzima- 
ticamente ativo e sensível a G sa • GTP e a forscolina. Sua 
estrutura por raios X (Fig. 19.24) revela que VC t e II C 2 for- 
mam um heterodímero pseudossimétrico, que liga ATPyS e 
forscolina em sítios relacionados pseudossimetricamente de 
suas interfaces. 

A G s „ • GTP7S interage com IIC 2 principalmente por 
meio da sua hélice no Comutador II, que liga IIC 2 em uma 
fenda. 

A estrutura por raios X do homodímero C 2a , inativo ca- 
taliticamente, complexado com duas moléculas de forscolina 
simetricamente arranjadas, obtida por James Hurley, oferece 
um modelo, de certa forma bruto, para o heterodímero ina- 
tivado. A comparação dessas estruturas (Fig. 19.24) sugere 
que a ligação de G Sft • GTP ao núcleo catalítico C la C 2a força 
a abertura da fenda de ligação do Comutador II de C 2a , for- 
çando mecanicamente a rotação em —10° de C la em relação 
a C 2a . Acredita-se que isso reoriente os resíduos do sítio ativo 
do complexo, de forma que eles possam catalisar de maneira 
eficiente a conversão de ATP em AMPc. A mudança confor- 
macional que G sa sofre ao hidrolisar seu GTP a GDP (Fig. 
19.18) aparentemente reorienta a região Comutador II de 
forma que ela não possa mais ligar C^, fazendo com que AC 
reverta para sua conformação inativa. 

VCj possui uma fenda que corresponde à fenda de liga- 
ção a G. ft em IIC 2 . Isso sugere que essa fenda em VC seja o 
sítio de ligação para G 1(( . De fato, estudos de mutagênese em 
VQ são consistentes com essa hipótese. No entanto, a fenda 
em VCj é muito estreita para acomodar a ligação de uma hé- 
lice do Comutador II. Isso mais uma vez indica que a ligação 
de G ic( * GTP a C la força a abertura dessa fenda de forma a 
reorientar os resíduos catalíticos do complexo para reduzir 
sua atividade catalítica. 


FÍGURA 19.24 A estrutura por raios X do núcleo catalítico 

de uma AC. Este núcleo consiste nos domínios VC! de ca- 
chorro e IIC 2 de rato complexados com G sa ■ GTPyS bovina e 
com forscolina e está representado com um modelo de ATP. 
VC t em bronze, IIC 2 em lilás e G Stt , mostrado apenas em parte, 
em cinza-escuro, com os segmentos do Comutador II e a alça 
a3-|35 de IIC 2 destacados em vermelho e azul. A forscolina e o 
ATP estão representados na forma de bastão, com os átomos 
de C em cinza, N em ciano, O em vermelho e P em verde. A 
fita castanha mostra a porção não sobreposta do homodímero 
cataliticamente inativo de IIC 2 de rato, em que uma de suas 
subunidades está sobreposta em IIC 2 no complexo VC1-IIC 2 , 
(Cortesia de Heidi Hamm, Northwestern University Medicai 
School, EUA. As estruturas por raios X do complexo VC 2 _ 
-IIC 2 -G ío e do homodímero IIC 2 foram determinadas por John 
Tesmer e Stephen Sprang, University of Texas, Southwestern 
Medicai Center, EUA e por James Hurley, NIH, EUA. PDBids 
1AZS e 1AB8.) 

E. Fosfodiesterases 

Em qualquer sistema de sinalização fundamentado quimica- 
mente, a molécula sinalizadora deverá ser eliminada para que 
haja controle da amplitude e duração do sinal e para preve- 
nir interferências no recebimento de sinais subsequentes. No 
caso do AMPc, esse segundo mensageiro é hidrolisado a 
AMP por enzimas conhecidas como AMPc-fosfodiesterases 
( AMPc-PDEs) . 

A superfamília PDE, que inclui AMPc-PDE e 
GMPc-PDE, é codificada em mamíferos por pelo menos 20 
genes diferentes, agrupados em 12 famílias (PD El a PDE 12). 
Além disso, muitos dos RNA mensageiros (mRNAs) trans- 
critos desses genes têm sítios de iniciação alternativos e sítios 
de processamento alternativos (Seções 34-3 C), de forma que 
mamíferos expressam —50 isoformas de PDE. Essas são fun- 
cionalmente distintas por suas especificidades por substratos 
(por AMPc, GMPc ou ambos) e propriedades cinéticas, suas 
respostas (ou falta delas) a vários ativadores e inibidores (ver 
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a seguir) e suas distribuições teciduais, celulares e subcelu- 
lares. As PDEs possuem arquitetura modular característica, 
com um domínio catalítico conservado de 270 resíduos próxi- 
mo da extremidade C-terminal e domínios ou motivos regu- 
latórios amplamente divergentes, geralmente em sua porção 
N-terminal. Algumas PDEs são ancoradas à membrana, en- 
quanto outras são citosólicas. 

A atividade da PDE, como poderia ser esperado, é cui- 
dadosamente controlada. Dependendo de sua isoforma, uma 
PDE pode ser ativada por um ou mais agentes, incluindo 
Ca 2 -CaM; fosforilação por PKA, por proteína-cinase esti- 
mulada por insulina (Seção 18. 3 Cg) e por proteína-cinase II 
dependente de calmodulina; e a ligação de GMPc a um sí- 
tio não catalítico. Contudo, para algumas PDEs, o GMPc é 
inibitório. As PDEs fosforiladas são desfosforiladas por uma 
variedade de proteínas-fosfatases, incluindo a fosfatase de- 
pendente de Ca 2- -CaM e a proteína-fosfatase-2A. Assim, as 
PDEs se constituem em um meio para a “intercomunicação” 
entre sistemas de sinalização com base em AMPc e aqueles 
que usam outros tipos de sinais. 

As PDEs são inibidas por vários fármacos que influen- 
ciam doenças tão divergentes quanto asma, falência cardíaca 
congestiva, depressão, disfunção erétil, inflamação e degene- 
ração retinal. Sildenafil (nome comercial Viagra), 
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Sildenafil (Viagra™) 

um composto usado para tratar a disfunção erétil, inibe es- 
pecificamente a PDE5, que hidrolisa apenas GMPc. A esti- 
mulação sexual em machos causa a liberação de NO pelos 
nervos penianos, que ativa a produção de GMPc pela gua- 
nilato-ciclase. Isso induz o relaxamento do músculo liso vas- 
cular no pênis, aumentando assim o influxo de sangue, que 
resulta em uma ereção. Esse GMPc é finalmente hidrolisa- 
do pela PDE5. Por isso, em homens que não produzem NO 
e, consequentemente, GMPc suficientes, o tratamento com 
Sildenafil é efetivo, gerando uma ereção satisfatória. 


3 SINALIZAÇÃO COM BASE EM TIROSINA-CINASE 

Ver Exploração guiada 17: Mecanismos de sinalização hormonal 
que envolvem o sistema receptor tirosina-cinase Foi visto que a 
síntese e a degradação de glicogênio são reguladas pela fos- 
forilação/desfosforilação das enzimas que catalisam esses 
processos metabólicos e também das muitas enzimas que ca- 


talisam esses processos de modificação (Seção 18.3). Vários 
outros processos em organismos celulares são regulados da 
mesma maneira. De fato, mais de um terço das proteínas 
em vertebrados são suscetíveis à fosforilação reversível, o 
genoma humano contém 518 genes de proteínas-cinases (o 
chamado Kinome; o banco de dados de proteínas-cinases, 
Protein Kinase Resource, em http://pkr.genomics.purdue. 
edu/ e kinase.com no http://kinase.com/ são bases de dados 
para o kinome). A vasta maioria dos resíduos de aminoáci- 
dos fosforilados são Ser ou Thr; apenas cerca de 1 em 2.000 é 
Tyr. Contudo, como discutido nesta seção, a fosforilação de 
Tyr é de importância central na regulação de uma variedade 
de processos celulares essenciais. 


A. Receptores tirosina-cinases 

Fatores de crescimento proteicos controlam a diferenciação, 
proliferação, migração, estado metabólico e sobrevivência 
de suas células-alvo por ligarem a seus receptores tirosina- 
-cinases (RTKs, de receptor tyrosine kinases) corresponden- 
tes. Os RTKs formam uma família diversa de 58 glicoproteí- 
nas transmembrana (Fig 19-25), que possuem um domínio 
C-terminal citoplamãtico, chamado proteína tirosina-cinase 
(PTKs, de protein tyrosine kinase), e um único segmento 
transmembrana, que presumivelmente é uma hélice a. Como 
seu nome indica, as PTKs catalisam a fosforilação, dependen- 
te de ATP, de proteínas-alvo em resíduos de Tyr específicos: 
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Os domínios PTK dos RTKs são homólogos e, como vere- 
mos, assemelham-se estruturaímente às mais abundantes 
proteínas-cinases específicas para Ser/Thr, como, por exem- 
plo, a PKA (Fig. 18.15). 

Os RTKs são ativados pela ligação de um fator de cres- 
cimento proteico correspondente aos seus ectodomínios. 
Parece improvável que a única hélice transmembrana dos 
RTKs monoméricos, como, por exemplo, o receptor do 
fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGFR, de 
platelet-derived gr o w th factor receptor ) e o receptor do fator 
epidermal (EGFR, de epidermal growth factor; Fig. 19.25), 
possuam a complexidade estrutural para transmitir o estado 
de ligação do ligante em seu ectodomínio ao seu domínio 
tirosina-cinase citoplasmático. Em vez, como visto para o re- 
ceptor do hormônio do crescimento humano (que não é um 
RTK), a ligação do ligante induz a dimerização do receptor 
(Fig. 19.10). Isso, por sua vez, ativa a função PTK do RTK, 
como será discutido a seguir. Para RTKs que são dímeros 
permanentes, como o receptor da insulina (InsR, de insulin 
receptor; Fig. 19.25), acredita-se que o PTK seja ativado pela 
mudança estrutural induzida pelo ligante (provavelmente 
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FIGURA 19.25 Organização dos domínios várias subfamílias de receptores tirosina-cinase (RTK). Estão representados de um a 
cinco membros de cada subfamília. O retângulo estreito que se estende horizontalmente ao longo do diagrama representa a mem- 
brana plasmática, com a região extracelular acima e o citosol abaixo. Os polipeptídeos estão mostrados em escala aproximada, com 
sua extremidade N-terminal acima. EGFR, InsR, PDGFR e FGFR referem-se, respectivamente, ao receptor do fator de cresci- 
mento epidermal, receptor de insulina, receptor do fator de crescimento derivado de plaquetas e receptor do fator de crescimento 
de fibroblastos. As porções extraceiulares dos RTKs são modularmente construídas a partir de uma variedade de domínios que se 
repetem frequentemente, identificados no diagrama à direita. Note que os domínios tirosina-dnases das subfamílias do PDGFR 
e do Fltl são interrompidos por inserções cinases de -100 resíduos e que os membros da subfamília de InsR são heterotetrâmeros 
a 2 p 2 , cujas subunidades são ligadas por ligações dissulfeto (linhas horizontais curtas). (Cortesia de Stevan Hubbard, New York 
University School of Medicine, EUA.) 


uma rotação contrária dos dois protômeros, preservando os 
eixos de simetria de ordem dois do dímero), que é transmiti- 
da através da membrana. 

a. FGF e sulfato de heparina são necessários para ativar o 
receptor de FGF 

Os fatores de crescimento de fibroblastos (FGFs, de fibro- 
blast gr o w th factors) em mamíferos formam uma família 
de pelo menos 21 proteínas estruturalmente relacionadas 
(FGF1-21) que regulam uma variedade de processos bioló- 
gicos críticos, incluindo crescimento celular, diferenciação e 
migração, e que são expressos em padrões espaciais e tem- 
porais específicos em embriões e adultos. Os processos es- 
timulados por FGF são mediados por quatro receptores de 
FGF (FGFR1-4), em que cada um liga um único subgrupo 
de FGF, sendo responsáveis pela diversidade e regulação ri- 
gorosa dos processos mencionados. A dimerização de FGFR 
em solução requer a presença de proteoglicanos, como o 
heparan-sulfato (Seção 11. 3 A), além de FGF. 

Cada receptor de FGF consiste, da extremidade 
N-terminal à C-terminal (Fig. 19.25), em três domínios extra- 
celulares do tipo imunoglobuiina (D1-D3 para os domínios 
de 1-3), uma única hélice transmembrana e um domínio ci- 
toplamático com atividade PTK. Desses, apenas os domínios 
D2 e D3 estão envolvidos na ligação a FGF (em geral, apenas 
poucos dos domínios da porção extracelular de RTK partici- 


pam da ligação ao ligante). Moosa Mohammadi determinou 
a estrutura por raios X do complexo 2:2:2 de FGF2 com os 
segmentos D2-D3 de FGFR1 e um decassacarídeo de he- 
parina (Fig. 11.21). A estrutura revela (Fig. 19.26) que cada 
monômero de FGF liga os domínios D2 e D3 de uma subu- 
nidade do FGFR e, mais sutilmente, o domínio D2 de outra 
subunidade, enquanto a heparina faz uma ligação cruzada 
de cada monômero de FGF com os dois domínios D2 (cujos 
contatos, na ausência de FGF e heparina, são insuficientes 
para suportar dimerização de FGFR significativas). 

b. Os dímeros de RTK são ativados por autofosfor ilação 
A dimerização de um RTK (ou a mudança conformacional 
no caso da subfamília do receptor de insulina) posiciona lado 
a lado seus domínios PTKs localizados no citoplasma , de tal 
forma que eles fosforilam um ao outro em resíduos de Tyr 
específicos em suas alças de ativação (Fig. 19.27a). Essa auto- 
fosforilação ativa o PTK da mesma forma que a fosforilação 
da alça de ativação induz a PKA a fosforilar suas proteínas- 
-alvo (Seção 18.3Cb). Em muitos casos, o domínio PTK ati- 
vado subsequentemente fosforila a subunidade oposta do 
RTK em resíduos específicos de Tyr, fora do domínio PTK 
(Fig 19-27). Isso, como será visto nas Seções 19-3Cb e 19- 
3Cc, fornece sítios de ligação para certas proteínas citoplas- 
máticas. O domínio PTK ativado pode também fosforilar 
resíduos específicos de Tyr em várias proteínas citoplasmáti- 
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FIGURA 19.26 A estrutura por raios X do complexo 2:2:2 de 
FGF2, na porção D2-D3 do FGFR1, e uma heparina deeassacarídi- 

ca. A vista é perpendicular ao eixo de simetria de ordem 2 do com- 
plexo dimérico, com a membrana plasmática abaixo. Os polipeptíde- 
os estão representados na forma de fitas, com as moléculas de FGF 
em ciano e azul-claro, os domínios D2 e D3 de um dos monômeros 
do FGFR em lilás e amarelo-ouro e os do outro monômero em ma- 
genta e cor de laranj a. Os dois decassacarídeos de heparina estão 
representados na forma de volume atômico, com os átomos de C em 
verde, N em azul, O em vermelho e S em amarelo. Cada domínio D2 
e D 3 do FGFR possui a estrutura característica dos domínios imuno- 
globulinas (Ig): um sanduíche (3 constituído de uma folha p de 3 fitas 
antiparalelas e outra de 4 fitas antiparalelas (Seção 8-3Bg). (Com 
base na estrutura por raios X elucidada por Moosa Mohammadi, 
New York University School of Medicine EUA. PDBid 1FQ9.) 
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FIGURA 19.2? Diagrama esquemático de 
RTKs. ( a ) O receptor de PDGF e (b) o recep- 
tor de EGF. Seus sítios de autofosforilação e as 
proteínas que são ativadas por se ligarem a esses 
locais através de seus domínios SH2 (que são 
discutidos neste capítulo) estão indicados. Note 
que quase todos os resíduos de Tyr autofosfori- 
láveis que se ligam a outras proteínas estão fora 
dos domínios tirosina-cinase. (Segundo Pawson, 
T. and Achlessinger, J. Curr. Biol. 3, 435 [1993].) 
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cas. Em ambos os casos, como será discutido na Seção 19. 3D, 
ocorre ativação de proteínas que executam as instruções 
relacionadas com a presença extracelular do fator de cresci- 
mento proteico. 

c. 0 domínio PTK do receptor de insulina sofre mudanças 
conformacionais importantes após a autofosfor ilação 
Como a autofosforilação ativa uma PTK? A comparação das 
estruturas por raios X do domínio PTK do receptor de insu- 
lina em seus estados não fosforilado inativo e trifosforilado 
ativo é essencial para responder essa questão. O receptor de 
insulina é expresso como um único peptídeo precursor de 
1.382 resíduos, que é processado proteoliticamente para gerar 
as subunidades a e |3 (731 e 619 resíduos), ligadas por ligação 
dissulfeto, do receptor maduro (Fig. 19.25). Stevan Hubbard 
determinou a estrutura por raios X de um segmento de 306 
resíduos contendo o domínio PTK da sub unidade (3 fosforila- 
do em seus três sítios de autofosforilação, os resíduos de Tyr 


1158, 1162 e 1163 (utilizando o sistema de numeração do pre- 
cursor), complexado com o análogo de ATP não hidrolisável 
AMPPNP e com um substrato peptídico de 18 resíduos. A 
estrutura revela (Fig. 19.28a) que esse domínio PTK é estru- 
turalmente semelhante a outros domínios PTKs de estruturas 
conhecidas e a Ser/Thr-cinases, como, por exemplo, a PKA 
(Fig. 18.15) e a subunidade y da fosforilase-cinase (Fig. 18.21). 

A comparação dessa estrutura com aquela da proteína 
não fosforilada e não complexada, determinada por Hubbard 
e Wayne Hendrickson, revela que, quando fosforilado e li- 
gado ao substrato, o lóbulo N- terminal do domínio PTK 
sofre uma rotação de 21° quase rígida em relação ao lóbu- 
lo C-terminal no eixo longitudinal da proteína (Fig. 19.28b). 
Essa mudança conformacional notável fecha a fenda do sí- 
tio ativo ao redor do AMPPNP e, provavelmente, posiciona 
corretamente os resíduos críticos para a ligação do substrato 
e para a catálise. Todos os três resíduos de Tyr fosforilados 
ocorrem na alça de ativação da PTK (resíduos 1149-1170; 



FIG UFA 19.28 Estrutura por raios X do domínio PTK do receptor de insulina, (a) O domínio PTK fosforilado nos resíduos de 
Tyr 1158, 1162, e 1163 complexado com AMPPNP e um substrato polipeptídico de 18 resíduos. O domínio PTK é mostrado na 
orientação padrão de proteínas-cinases, com seu domínio N-terminal em cor-de-rosa, seu domínio C-terminal em ciano e sua alça 
de ativação em azul-claro. As cadeias laterais das três Tyr fosforiladas estão representadas na forma de esferas e bastões, com seus 
átomos de C em verde, N em azul, O em vermelho e P em amarelo. O AMPPNP, colorido da mesma maneira, está representado na 
forma de volume atômico. O substrato polipeptídico está em cor de laranja (apenas 6 dos resíduos estão visíveis) e o seu resíduo de 
Tyr fosforilável está representado na forma de esferas e bastões, com os átomos de C em magenta e O em vermelho, (b) Sobreposi- 
ção do esqueleto polipeptídico do lóbulo C-terminal do domínio PTK do receptor de insulina nas formas fosforilada e não fosfori- 
lada. A proteína fosforilada está em verde com sua alça de ativação em azul, e a proteína não fosforilada está em amarelo com sua 
alça de ativação em vermelho. O eixo ( linha preta) e a seta (azul) indicam a rotação necessária para alinhar o domínio N-terminal 
da proteína não fosforilada ao da proteína fosforilada. (Parte a, com base na estrutura por raios X elucidada por Stevan Hubbard, e 
Parte b, cortesia de Stevan Hubbard, New York University Medicai School, EUA. PDBids 1IR3 para a proteína fosforilada e 1IRK 
para a proteína não fosforilada.) jfZ Ver Exercício interativo 13 
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lembre-se que muitas Ser/Thr-cinases também são fosforila- 
das em suas alças de ativação; Seção 18.3Cb). A alça de ati- 
vação não fosforilada entra no sítio ativo da PTK para pre- 
venir a ligação tanto de ATP quanto de substratos proteicos. 
Entretanto, quando fosforilada, a alça de ativação adota uma 
conformação que não obstrui o sítio ativo (Fig. 19.286), mas, 
ao contrário, faz parte do sítio de reconhecimento do substra- 
to. O grupo fosfato da Tyr 1163 liga-se à alça de ativação por 
ligação de hidrogênio com a cadeia lateral da Arg 1155 con- 
servada em um lado da alça e com o N da cadeia principal da 
Gly 1166, do outro lado da alça. O grupo fosfato da Tyr 1162 
faz duas ligações de hidrogênio com a cadeia lateral da Arg 
1164 conservada. No entanto, o grupo fosfato da Tyr 1168 não 
faz contatos com a proteína, o que sugere que ele forma sí- 
tios de atracamento (uma doca) para proteínas sinalizadoras 
a jusante (ver a seguir). Essas observações estão de acordo 
com experimentos indicando que a atividade tirosina-cinase 
do receptor de insulina aumenta com o grau de fosforilação 
das cadeias laterais das três Tyr autofosforiláveis e que a ati- 
vidade total não é alcançada até que a Tyr 1163 sej a fosforila- 
da. De fato, quase todos os RTKs conhecidos possuem entre 
um e três resíduos de Tyr autofosforiláveis em suas alças de 
ativação (a principal exceção são os membros da subfamília 
EGFR; Fig. 19.276) e todas proteínas-cinases fosforiladas de 
estrutura conhecida adotam conformações similares. 

Apenas os 6 resíduos localizados na região central, 
GDYMNM, do substrato peptídico de 18 resíduos são vistos 
nas estruturas por raios X anteriores. Isso inclui a sequên- 
cia YMXM encontrada em todos os substratos eficientes do 
receptor de insulina. Esse segmento associa-se com a cinase 
como uma fita em uma folha (3. As cadeias laterais de Met 
encaixam-se em bolsos hidrofóbicos adj acentes da proteína, 
enquanto a cadeia lateral da Tyr fosforilável estende-se em 
direção ao grupo fosfato *y do AMPPNP (Fig. 19.28o). A es- 
pecificidade da proteína na fosforilação de Tyr em vez de Ser 
ou Thr é explicada pela observação que a cadeia lateral da 
Tyr, mas não as da Ser ou Thr, é longa o suficiente para al- 
cançar o sítio ativo. 

B. Câncer; a perda de controle do crescimento 

Antes de ir adiante na discussão sobre vias de sinalização, 
será considerado o câncer, um grupo de doenças caracteri- 
zado por defeitos na transdução de sinal que causam cresci- 
mento descontrolado. De fato, estudos sobre o câncer têm 
aumentado muito o entendimento sobre transdução de sinal 
e vice-versa. 

As células do corpo, normalmente, permanecem sob ri- 
goroso controle do desenvolvimento. Por exemplo, durante 
a embriogênese, as células devem diferenciar-se, proüferar, 
migrar e mesmo morrer na organização espacial e sequência 
temporal corretas, para gerar um organismo que funcione 
normalmente. No adulto, as células de certos tecidos, como 
por exemplo do epitélio intestinal, dos tecidos formadores do 
sangue na medula óssea e aqueles dos folículos pilosos, conti- 
nuam a proliferar. A maioria das células do corpo adulto, no 
entanto, cessou permanentemente de proliferar. 

Ocasionalmente, as células perdem seus controles de 
crescimento e iniciam uma proliferação excessiva. Os tumo- 
res resultantes podem ser de dois tipos: 


1. Tumores benignos, como verrugas e sinais escuros, 
crescem por simples expansão e frequentemente perma- 
necem encapsulados por uma camada de tecido conectivo. 
Raramente os tumores benignos representam ameaça à vida, 
apesar de que, se eles ocorrem em espaços restritos, como no 
cérebro, ou secretam grandes quantidades de certos hormô- 
nios, podem ser letais. 

2, Tumores malignos ou cânceres crescem de maneira 
invasiva e liberam células que, em um processo conheci- 
do como metástase, colonizam novos sítios no organismo. 
Tumores malignos representam, quase invariavelmente, uma 
ameaça à vida; eles são responsáveis por 20 % da mortalidade 
nos Estados Unidos. 

A mais óbvia e significativa propriedade das células can- 
cerosas é que elas proliferam descontroladamente. Por exem- 
plo, quando cultivadas em uma placa de cultura de células, 
células normais formam uma camada monocelular sobre o 
fundo da placa e depois, por um processo chamado inibição 
por contato, cessam a divisão (Fig. 19.29a). O crescimento de 
células malignas, ao contrário, não é dificultado por contatos 
intercelulares; em cultura, elas formam camadas multicelula- 
res (Fig. 19.296). Além disso, mesmo na ausência de inibição 
por contato, as células normais são muito mais limitadas em 
sua capacidade de reprodução do que as células cancero- 
sas. As células normais, dependendo da espécie e idade do 
animal do qual elas foram retiradas, se dividirão em cultura 
apenas 20 a 60 vezes antes de alcançarem a sencscênda (um 
estágio em que elas param de se dividir) e morrem (um fe- 
nômeno que, sem dúvida, é a essência do processo de enve- 
lhecimento; Seção 30.4Db). As células cancerosas, por outro 
lado, são imortais; não existe limite para o número de vezes 
que elas podem se dividir. De fato, algumas linhagens de cé- 
lulas cancerosas têm sido mantidas em cultura por centenas 
de divisões ao longo de seis décadas. Células imortais, no 
entanto, não são necessariamente malignas: a marca caracte- 
rística do câncer é imortalidade combinada com crescimento 
descontrolado. 


(a) Células normais 



Meio de 
crescimento 


Placa 
plástica de cultura 
de células 


(b) Células transformadas 



FIGURA 19.29 Padrão de crescimento de células de verte- 
brados em cultura, (a) Células normais param de crescer de- 
vido à inibição por contato tão logo tenham formado uma mo- 
nocamada confluente. (6) Em contraste, células transformadas 
carecem de inibição por contato; elas empilham-se formando 
uma multicamada. 
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FIGURA 19.30 Variação da taxa da mortalidade por câncer 
em humanos de acordo com a idade. A linearidade desse gráfi- 
co duplo logarítmico pode ser explicada pela hipótese que é ne- 
cessária a ocorrência de várias mutações aleatórias para gerar 
uma malignidade. A inclinação da reta sugere que, em média, 
são necessárias cinco dessas mutações para uma transformação 
maligna. 

a. 0 câncer é causado por carcinógenos, radiação e vírus 
A maioria dos cânceres é causada por agentes que danificam 
o DNA ou interferem com a sua replicação ou reparo. Esses 
agentes incluem uma grande variedade de substâncias pro- 
duzidas pelo homem e que ocorrem na natureza, conhecidas 
como carcinógenos químicos (Seção 30.5F), bem como radia- 
ção, eletromagnética e particulada, com energia suficiente 
para quebrar ligações químicas. Além disso, certos vírus in- 
duzem a formação de tumores malignos em seus hospedeiros 
(ver a seguir). 


Quase todos os tumores malignos resultam da transfor- 
mação de uma única célula (conversão para o estado cance- 
roso; esse termo não deve ser confundido com a aquisição 
de informação genética de DNA fornecido exogenamente 
[Seção 5.2A]), que, estando livre das limitações normais do 
desenvolvimento, prolifera. Contudo, considerando, por 
exemplo, que o corpo humano consiste em aproximadamen- 
te 10 f4 células, a transformação deve ser um evento muito 
raro. Uma das principais razões para isso, como indica a dis- 
tribuição de idade na taxa de mortalidade por câncer (Fig. 
19.30), é que a transformação requer que uma célula, ou suas 
ancestrais, tenha sofrido várias mudanças carcinogênicas in- 
dependentes e presumivelmente improváveis. Como conse- 
quência, a exposição a um carcinógeno pode iniciar a trans- 
formação de muitas células, mas um tumor maligno pode 
não se formar até décadas depois, quando uma dessas células 
sofrer um evento final de transformação. 

A indução virai de câncer foi primeiramente observada 
em 1911 por Peyton Rous, que demonstrou que filtrados li- 
vres de células de certos sarcomas de galinha (tumores ma- 
lignos do tecido conectivo) promovem novos sarcomas em 
galinhas (Fig. 19.31). Embora décadas se passariam antes 
que o significado desse trabalho fosse apreciado (Rous re- 
cebeu o prêmio Nobel em 1966 com 85 anos de idade), mui- 
tos outros vírus tumorais foram desde então caracterizados. 
O vírus do sarcoma de Rous (RSV, de Rous sarcoma vírus), 
bem como todos os vírus de RNA tumorais conhecidos, é um 
retrovírus (um vírus de RNA que replica seu cromossomo ao 
copiá-lo a DNA, em um processo mediado por uma trans- 
criptase reversa codificada pelo vírus, inserindo o DNA no 
genoma do hospedeiro e assim transcrevendo esse DNA) . O 
RSV contém um gene, v-src (“v” de virai e “src” de sarco- 
ma) , que codifica uma proteína chamada v-Src, que serve de 
mediadora da transformação da célula hospedeira. O gene v- 
-src foi então denominado oncogene (do grego: onkos, massa 
ou tumor). 



FIGURA 19.31 Transformação de uma cultura de ftbroblastos de galinha pelo vírus do sarcoma Rous (RSV). (a) Células normais 
aderem à superfície da placa de cultura, onde adotam uma conformação estendida, (b) Quando infectadas com o RSV, essas célu- 
las tornam-se esféricas e agrupam-se em montes. (Cortesia de G. Steven Martin, University of Califórnia at Berkeley, EUA.) 
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Qual é a origem do v-src e qual é sua função virai? 
Estudos de hibridização (Seção 5.3Cb) realizados por 
Michael Bishop e Harold Varmus em 1976 levaram à ad- 
mirável descoberta que as células de galinha não infectadas 
contêm um gene, c-src (“c” de celular), homólogo ao v-src. 
Além disso, c-src é altamente conservado em vários eucario- 
tos, estendendo-se na escala evolucionária desde Drosophila 
até humanos. Essa observação sugere fortemente que c- 
-src, cujos anticorpos contra v-Src indicaram ser expresso 
em células normais, é um gene essencial para a célula. De 
fato, tanto v-Src quanto seu análogo celular normal, c-Src, 
agem estimulando a proliferação celular (Seção 19.3Ea). 
Aparentemente, v-src foi originalmente adquirido a partir 
de uma fonte celular por um ancestral do RSV que não for- 
mava tumores. Ao manter a célula hospedeira em um esta- 
do proliferativo (normalmente as células não morrem pela 
infecção com RSV), v-Src supostamente aumenta a taxa de 
replicação virai. 

b. Produtos de oncogenes virais mimetizam os efeitos de 
fatores de crescimento proteicos e hormônios 

As proteínas codificadas por muitos oncogenes virais são aná- 
logas de vários fatores de crescimento e componentes do siste- 
ma hormonal. Por exemplo: 

1. O oncogene v-sis do vírus do sarcoma símio codifica 
uma proteína secretada pelas células infectadas que é quase 
idêntica ao PDGF. Portanto, o crescimento descontrolado 
das células infectadas pelo vírus do sarcoma símio, aparen- 
temente, resulta da presença contínua e inapropriada desse 
homólogo de PDGF. 

2. Aproximadamente metade dos mais de 20 oncogenes 
retrovirais conhecidos, incluindo o v-src , codifica PTK. Por 
exemplo, o oncogene v-erbB codifica uma versão truncada 
do receptor de EGF (Fig. 19.276) que é desprovido do domí- 
nio de ligação ao EGF, mas mantém o seu segmento trans- 
membrana e seu domínio proteína-cinase. Evidentemente, 
PTKs codificadas por oncogenes fosforilam inapropria- 
damente as proteínas-alvo, normalmente reconhecidas por 
RTKs, dessa forma direcionando as células afetadas a um es- 
tado de proliferação descontrolado. 

3. O oncogene v-ras codifica uma proteína, v-Ras, que se 
assemelha funcionalmente à proteína G monomérica c-Ras 
(Seção 19.3Cf), uma vez que está localizada no lado citoplas- 
mático da membrana plasmática de mamíferos, onde, quan- 
do ligada a GTP, ativa uma variedade de processos celulares 
por estimular a fosforilação de numerosas proteínas em resí- 
duos de Ser e Thr específicos. Embora v-Ras hidrólise GTP 
a GDP, ela o faz muito mais lentamente do que a c-Ras. A 
restrição à fosforilação de proteínas que a hidrólise de GTP 
normalmente imporia sobre c-Ras é fortemente reduzida em 
v-Ras, transformando assim as células. 

4. Vários oncogenes virais, incluindo v-jun e v-fos, codi- 
ficam proteínas nucleares, cujos análogos correspondentes 
em células normais são sintetizados em resposta a fatores 
de crescimento, como por exemplo EGF e PDGF, que in- 
duzem mitose (divisão celular). Muitas dessas proteínas, 
incluindo os produtos dos genes v-jun e v-fos, ligam-se 
ao DNA, sugerindo fortemente que elas influenciam sua 
transcrição e/ou replicação. De fato, a sequência de \-jun é 


80% idêntica à do proto-oncogene (análogo celular normal 
de um oncogene) c -jun, que codifica um fator de transcri- 
ção chamado Jun (também chamado AP-1; Seção 19.3D). 
Ademais, Jun/AP-1 forma um complexo firme com a pro- 
teína codificada pelo proto-oncogene c-fos, o que aumenta 
muito a capacidade de Jun/AP-1 de estimular a transcrição 
de genes responsivos a Jun. 

Os produtos de oncogenes, portanto, parecem ser compo- 
nentes funcionalmente modificados ou inapropriadamen- 
te expressos de elaboradas redes de controle, que regulam o 
crescimento celular e a diferenciação. A complexidade dessas 
redes (como será visto, as células geralmente respondem a 
uma variedade de fatores de crescimento, hormônios e fato- 
res de transcrição em vias parcialmente sobrepostas) é, pro- 
vavelmente, a razão pela qual a transformação maligna exige 
vários eventos carcinogênicos independentes. Note, no en- 
tanto, que poucos cânceres humanos são induzidos por vírus; 
quase todos eles surgem de alterações genéticas envolvendo 
proto-oncogenes. A natureza dessas alterações será discutida 
na Seção 34. 3C. 

C. Transmissão do sinal: Módulos ligadores, adaptadores , 
GEF e GAP 

Muitos RTKs autofosforilados podem fosforilar diretamen- 
te suas proteínas-alvo. Surpreendentemente, no entanto, 
nem todos os RTKs o fazem. Então, como eles ativam suas 
proteínas-alvo? A resposta é por meio de um conjunto alta- 
mente diverso e complicado de vias de sinalização interco- 
nectadas, envolvendo cascatas de proteínas. 

a. Sistemas dois-híbridos Identificam proteínas que 
interagem in vivo 

Antes de considerar as proteínas que participam na transdu- 
ção de sinal mediada por RTK, será discutido um dos mais 
frequentes métodos utilizados para detectar suas associações 
in vivo, o sistema dois-híbridos. Essa técnica experimental 
engenhosa, formulada por Stanley Fields, é fundamentada 
na natureza bipartida peculiar de muitos fatores de trans- 
crição (proteínas que se ligam aos promotores e em outras 
regiões de controle a montante dos genes de eucariotos e, ao 
fazê-lo, influenciam a taxa em que a RNA-polimerase ini- 
cia a transcrição desses genes; Seção 5.4Ab). Esses fatores 
de transcrição, como será discutido mais adiante na Seção 
34.3BÍ, contêm um domínio de ligação ao DNA (DLD), que 
direciona o fator de transcrição para uma sequência especí- 
fica de DNA, e um domínio de ativação (DA), que recruta a 
RNA-polimerase a iniciar a transcrição em um sítio de inicia- 
ção da transcrição próximo. Esses dois domínios funcionam 
independentemente, de forma que uma proteína híbrida, 
construída geneticamente, com o DLD de um fator de trans- 
crição e o DA de outro, ativará a transcrição do gene para o 
qual o DLD é direcionado. Além disso, faz pouca diferença 
se o DLD está no lado N-terminal ou C- terminal de DA, in- 
dependentemente de como eles estão organizados em suas 
proteínas de origem. Evidentemente, desde que um DLD e 
um DA sejam mantidos próximos, eles funcionam como um 
fator de transcrição do(s) gene(s) para o(s) qual(ais) o DLD 
é direcionado. 
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FIGURA 19.32 O sistema dois-híbridos. Dois 
plasmídeos são expressos em leveduras: um 
codifica uma proteína híbrida constituída de 
um domínio de ligação ao DNA (DLD) de um 
fator de transcrição fusionado à uma proteína 
“isca”, enquanto o outro codifica o domínio 
de ativação (DA) de um fator de transcrição 
fusionado à uma proteína “presa”. O DLD liga- 
-se especificamente ao promotor de um gene 
repórter, neste caso, lacZ. Se a proteína “presa” 
se associar à proteína “isca”, o DA recruta a 
RNA-polimerase para iniciar a transcrição do 
gene repórter. A (3-galactosidase codificada 
pelo gene lacZ é prontamente detectada pelo 
uso de X-gal, que toma-se azul quando hidroíi- 
sado pela f3-galactosidase. As colônias de leve- 
duras expressando as proteínas “isca” e “presa” 
que não interagem, permanecem incolores, 
como são as colônias que não expressam os dois 
plamídeos. 


O sistema dois-híbridos emprega dois plasmídeos dife- 
rentes em leveduras (Fig. 19.32): um codifica uma proteína 
híbrida, constituída em um DLD fusionado à proteína cha- 
mada isca ou sonda; o outro codifica uma proteína híbrida, 
consistindo em um DA fusionado à proteína chamada presa 
ou alvo. O DLD é direcionado a um gene repórter que foi 
construído no cromossomo da levedura, como por exemplo 
o gene lacZ de E. coli, que codifica a enzima p-galactosidase. 
Sobre placas de cultura contendo X-gal (um composto inco- 
lor que se toma azul ao ser hidrolisado pela p-galactosidase; 
Seção 5. 5 Ca), as colônias de leveduras expressando (3-galac- 
tosidase tornam-se azuis, indicando que as proteínas isca e 
presa codificadas associam-se uma à outra. Usando essa téc- 
nica, células podem ser submetidas à triagem para identificar 
proteínas presas que interagem especificamente com uma 
proteína isca particular, por meio da inserção apropriada em 
um plasmídeo contendo DA de vários DNAs complemen- 
tares (cDNA) (Seção 5.5F) derivados da célula. A proteína 
presa selecionada dessa forma pode ser identificada pelo se- 
quenciamento de seu cDNA. 

b. Domínios SH2 são mediadores da transdução de sinal 
Agora, retorna-se à discussão sobre a sinalização mediada 
por RTK. Muitas (> 100) das diversas proteínas citoplasmã- 
ticas que se ligam a receptores autofosforilados, por exem- 
plo, a PTK citoplasmática c-Src (daqui por diante referida 
apenas como Src), certas proteínas ativadoras de GTPase 
(GAP) e fosfolipase C-y (Seção 19.4Bc), contêm um ou 
dois módulos conservados, de ~100 resíduos, conhecidos 
como domínio 2 de homologia à Src (SH2, de Src homology 
domain 2; assim chamado porque eles foram primeiramen- 
te observados em tirosina-cinases relacionadas à Src; SH1 
refere-se aos seus domínios catalíticos). Os domínios SH2 
ligam-se especificamente aos resíduos de fosfoTyr em seus 
peptídeos-alvo, com alta afinidade; e ligam-se muito fraca- 
mente, se é que ligam, a seus peptídeos-alvo não fosforila- 
dos. A maioria dos resíduos de fosfoTyr aos quais SH2 se 


liga estão localizados na região justamembrana (logo após a 
hélice transmembrana), nas inserções nos domínios cinase e 
nas regiões C- terminais dos RTKs; aqueles na alça de ativa- 
ção funcionam, principalmente, para estimular a atividade 
de PTK. De fato, a autofosforilação de RTK ocorre em duas 
fases: primeiro, as alças de ativação do RTK são fosforiladas 
e, em seguida, a PTK ativada resultante fosforila os outros 
sítios na subunidade oposta do RTK. 

As estruturas por raios X e ressonância magnética nu- 
clear (RM) dos domínios SI 12 de várias proteínas, sozinhos 
e complexados com polipeptídeos contendo fosfo-Tyr (pY), 
têm sido determinadas. SI 12 é um domínio em forma semies- 
férica, que contém uma folha |3 antiparalela de 5 fitas central, 
encaixada entre duas hélices a quase paralelas. Os resíduos 
N- e C-terminais de SH2 estão muito próximos na superfície 
oposta ao sítio de ligação ao peptídeo, o que sugere que esse 
domínio pode estar inserido entre dois resíduos de superfície 
quaisquer de uma proteína, sem perturbar muito seu dobra- 
mento ou função. De fato, as sequências de várias proteínas 
contendo SH2 não revelaram preferência pela localização 
desse domínio na proteína. 

John Kuriyan determinou a estrutura por raios X do 
domínio SH2 da Src complexado a um polipeptídeo de 11 
resíduos contendo a sequência pYEEI, um segmento tetra- 
peptídico que se liga ao domínio SH2 com alta afinidade. O 
peptídeo de 11 resíduos liga-se ao domínio SH2 em uma con- 
formação estendida, em que o contato é feito sobretudo pelo 
tetrapeptídeo pYEEI (Fig. 19.33a). A cadeia lateral da fosfo- 
tirosina insere-se em uma pequena fenda formada, em parte, 
por três resíduos carregados positivamente altamente con- 
servados, incluindo a cadeia lateral de uma Arg invariante 
que contacta o grupo fosfato. A cadeia lateral da Ile também 
está inserida em um bolso hidrofóbico próximo e o segmento 
tetrapeptídico inteiro interage muito firmemente com SH2, 
apesar das cadeias laterais dos dois resíduos de Glu centrais 
do peptídeo não se projetarem em direção ao SH2. Assim, 
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FIGURA 19.33 Estrutura por raios X do domínio SH2, de 104 resíduos, da Src complexado com um polipeptídeo de 11 resíduos 
(EPQpYEEIPIYL) que contém o tetrapeptídeo-alvo pYEEI da proteína, (a) Vista em corte do complexo, em que a superfície 
acessível ao solvente está representada pelo pontilhado vermelho, a proteína ( cor-de-rosa ) está mostrada na forma de fita com as 
cadeias laterais na forma de bastão ( azul claro), e o segmento N-terminal de 8 resíduos do polipeptídeo ligado está mostrado na 
forma de volume atômico, com seu esqueleto em amarelo, cadeias laterais em verde e o grupo fosfato em branco (a cadeia lateral 
da Pro N-terminal [esquerda] está parcialmente oculta nesta representação, e os três resíduos C- terminais estão desordenados). 

(b) A superfície molecular apenas da proteína, conforme visualizada em relação ao sítio de ligação ao peptídeo, colorida de acordo 
com seu potencial eletrostático local, com as regiões mais positivas em azul escuro e as regiões mais negativas em vermelho escuro. 
Os bolsões de ligação à fosfoTyr ( direita ) e às cadeias laterais de Ile ( esquerda ) estão circulados em amarelo e os resíduos impor- 
tantes estão identificados por setas vermelhas. (Cortesia de John Kuriyan, The Rockefeller University, EUA.) 


o peptídeo assemelha-se a uma flecha de tomada, que é in- 
serida em um encaixe de dois furos em SH2 (Fig. 19.33b). 
A comparação dessa estrutura com aquela do domínio SH2 
da Src não complexada indica que, quando o peptídeo está 
ligado, SH2 sofre apenas pequenas mudanças conformacio- 
nais, que estão localizadas em seu sítio de ligação ao peptí- 
deo. Essas estruturas fornecem uma explicação simples para 
a razão pela qual SH2 não se liga aos peptídeos contendo fos- 
foSer e fosfoThr, muito mais abundantes: as cadeias laterais 
desses resíduos são muito curtas para que seus grupos fosfato 
entrem em contato com a cadeia lateral da Arg invariante na 
parte inferior do bolso de ligação à fosfoTyr. 

c. Domínios PTB também ligam peptídeos contendo FosfoTyr 
Um segundo tipo de motivo que liga especificamente peptí- 
deos- alvo que contêm fosfoTyr é conhecido como o domínio 
de ligação à fosfotirosina (PTB, de phospho-Tyr binding ). 
Os domínios PTB ligam especificamente a sequência consen- 
so NPXpY (onde X é qualquer resíduo), reconhecendo por- 
tanto a sequência no lado N-terminal de pY, em vez daquela 
no lado C-terminal, como fazem os domínios SH2. 

A estrutura por RM do domínio PTB de 195 resíduos 
da Shc, uma proteína adaptadora (ver a seguir), complexa- 
do a um peptídeo -alvo de 12 resíduos contendo a sequên- 
cia NPQpY localizada centralmente foi determinada por 
Stephen Fesik. A estrutura consiste em um sanduíche (3 
feito de duas folhas |3 antiparalelas quase perpendicula- 
res flanqueadas por três a-hélices (Fig. 19.34). O segmento 
N-terminal do fosfopeptídeo-alvo adota uma conformação 
estendida que, na verdade, forma uma fita p antiparalela 
adicional a partir de uma das folhas p. O segmento NPQpY 



FIGURA 19.34 Estrutura por RM do domínio FTB de 
Shc complexado com um polipeptídeo de 12 resíduos 
(HÜENPQpYFSD A) do sítio de ligação à Shc do receptor 
do fator de crescimento de nervos (NGF, de nerve growtk 
factor). O domínio PTB está colorido na ordem do arco-íris 
da extremidade N-terminal ( azul) a extremidade C-terminal 
{vermelha) e o peptídeo-alvo em magenta. A cadeia lateral de 
fosfoTyr (pY) do peptídeo-alvo e a cadeia lateral da Arg 67, que 
formam uma ponte salina {linha tracejada) estão representados 
na forma de bastão, com os átomos de C em verde, N em azul, 

O em vermelho e P em amarelo. Note que a cadeia lateral da p Y 
estende-se a partir de uma volta p do ligante peptídico. (Com 
base na estrutura de RM elucidada por Stephen Fesik, Abbott 
Laboratories, Abbott Park, Illinois, EUA. PDBid 1SHC.) 
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forma tuna volta (3 em que o grupo fosfato contata a cadeia 
lateral de uma Arg, que, de acordo com estudos mutacionais, 
é essencial para a ligação do peptídeo-alvo. 

d. Domínios SH3 ligam peptídeos ricos em prolina 

Muitos dos RTKs que contêm domínios SH2 também 
possuem um ou mais domínios SH3, de 50 a 75 resíduos. 
Ademais, domínios SH3 estão presentes em diversas proteí- 
nas associadas à membrana que carecem de SH2. O domínio 
SH3, que não é relacionado a SH2, liga sequências de 9 ou 10 
resíduos ricas em Pro, contendo o motivo Pro-X-X-Pro, com 
os resíduos ao redor deste motivo direcionando estas sequên- 
cias para domínios SH3 específicos. A função fisiológica de 
SH3 é menos evidente do que a de SH2. porque SH3 ocorre 
em uma maior variedade de proteínas, incluindo tirosina- 
-cinases receptoras e não receptoras, proteínas adaptadoras, 
como a Grb2 (ver a seguir), e proteínas estruturais, como por 
exemplo espectrina e miosina. Entretanto, a observação que 
a deleção de segmentos que codificam o domínio SH3 dos 
proto-oncogenes Src e Abl (ambos codificam PTK) os con- 
vertem em oncogenes sugere que SH3, assim como SH2 e 
PTB, age mediando as interações entre cinases e proteínas 
regulatórias. Por esse motivo, SH2, PTB e SH3 têm sido cha- 
mados “velcros moleculares”. 

As estruturas por raios X e RM de domínios SH3 de vá- 
rias proteínas indicam que o núcleo de SH3 é constituído de 
2 folhas |3 antiparalelas de 3 fitas, comprimidas uma contra 
a outra com suas fitas quase perpendiculares. Assim como 
em SH2, a proximidade entre as regiões N- e C-terminais de 
SH3 sugere que esse domínio poderia estar inserido modu- 
larmente entre dois resíduos na superfície de outra proteína 
sem perturbar grandemente nenhuma das duas estruturas. 
As estruturas por raios X dos domínios SH3 das tirosina-ci- 
nases Abl e Fyn, complexadas com dois diferentes polipep- 
tídeos de 10 resíduos ricos em Pro, aos quais eles se ligam 
fortemente, foram determinadas por Andréa Musacchio e 
Matti Saraste. Os dois decapeptídeos adotam conformações 
quase idênticas, com seus 7 resíduos C-terminais em confor- 
mação de hélice de poliprolina II (Seção 8.1Bb). Os peptí- 
deos ligam-se a SH3 ao longo de toda sua extensão em três 
cavidades geometricamente complementares (Fig. 19.35), 
que são ocupadas principalmente por cadeias laterais de 
Pro. 

e. Outros módulos ligadores 

Vários outros módulos iigadores têm sido implicados na me- 
diação da transdução de sinal. Entre esses estão: 

L O domínio WW (assim chamado devido aos seus dois re- 
síduos de Trp altamente conservados), um módulo de —40 
resíduos que liga sequências ricas em Pro em suas proteínas- 
-alvo. 

2. O domínio de homologia a plcckstrina (PH; assim cha- 
mado porque foi primeiro reconhecido na pleckstrina [de 
platelet and leucocyte C kinase substrate protein, proteína- 
-subs trato da proteína-cinase C de plaquetas e leucócitos]), 
um módulo de —120 resíduos que está presente em > 100 
proteínas. Estruturalmente, assemelha-se ao domínio PTB 
(Fig. 19.34), mas se liga ao grupo inositol dos fosfoinositídeos 
(Seção 19.4). Consequentemente, direciona as proteínas li- 
gadas a ele para a superfície interna da membrana plasmáti- 



FÜ GURA 19.35 Estrutura por raios X do domínio SH3 da pro- 
teína Abl complexada com seu polipeptídeo-alvo de 10 resíduos 
( APTMPPPLPP), rico em Pro. A proteína está representada 
por diagrama de superfície ( dano ) e o peptídeo está represen- 
tado na forma de bastão, com o átomo de C da Pro em magenta 
e os outros átomos de C em verde, N em azul, O em vermelho e 
S em amarelo. (Com base na estrutura por raio X elucidada por 
Andréa Musacchio, European Molecular Biology Laboratory, 
Heidelberg, Alemanha, PDBid 1ABO.) 

ca. Além de seu papel na sinalização intracelular, o domínio 
PH participa na organização do citoesqueleto, regulação do 
transporte de membranas intracelulares e modificação de 
lipídeos de membrana. Sua estrutura é discutida na Seção 
19.4Bb. 

3. O domínio PDZ (assim chamado devido às três proteínas 
em que foi primeiro descrito: PSD-95, Dlg e ZO-1), um mó- 
dulo de —100 resíduos que liga principalmente o tripeptídeo 
C-terminal Ser/Thr-X-Val de suas proteínas-alvo. 

Muitas das proteínas que participam na transdução de sinal 
são constituídas de várias unidades modulares que também 
ocorrem em algumas, se não muitas, outras proteínas sinaliza- 
doras. Esses módulos podem ter atividade enzimática (p. ex., 
atividade PTK) ou se Ügar a motivos moleculares específicos, 
tal como um resíduo fosfoT yr em uma sequência específica 
(p. ex., domínios SH2) ou a outro módulo proteico (p. ex., 
domínios SH3). Aparentemente, proteínas sinalizadoras sur- 
giram pelo embaralhamento evolucionário desses módulos, 
gerando diferentes combinações de interações e atividades. 
De fato, será visto que o comportamento complexo dessas 
proteínas sinalizadoras é uma consequência das interações 
entre seus vários módulos. 

f. Ras é ativada por RTKs fosforilados por um complexo 
Grb2-Sos 

c-Ras (ou apenas Ras), produto de um proto-oncogene, é 
uma proteína G monomérica ancorada à membrana (por 
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prenilação •), posicionada no centro de um sistema de sinaliza- 
ção intracelular: ela regula funções celulares essenciais, como 
crescimento e diferenciação, pela fosforilação, e consequente 
ativação, de uma variedade de proteínas. A Ras é o membro 
protótipo da superfamília de proteínas G pequenas, cujos 
154 membros formam cinco famílias principais, (1) Ras; (2) 
Arf e (3) Rab, ambas agem no tráfego de vesículas (Seções 
12-4Cd e 12-4Db); (4) Rho, que está envolvida principal- 
mente na regulação do citoesqueleto (Seção 35.3Ed); e (5) 
Ran, que regula a importação e exportação nuclear. Na via 
de sinalização descrita na Seção 19. 3D, a interação do ligante 
ao RTK ativa um fator trocador de nucleotídeos de guanina 
(GEF; Seção 19.2Ca), que causa a troca do GDP ligado à 
Ras por um GTP. Apenas Ras • GTP é capaz de transmitir 
o sinal. No entanto, como faz a homóloga e estruturalmen- 
te similar sub unidade a das proteínas G heterotriméricas, a 
Ras hidrolisa seu GTP a GDP, dessa forma interrompendo a 
transmissão do sinal e limitando a magnitude do sinal gerado 
pela interação do ligante ao receptor. De fato, a estrutura da 
Ras é muito parecida com aquelas dos domínios GTPase das 
subunidades G a das proteínas G heterotriméricas, incluindo 
as regiões dos Comutadores I e II (Fig. 19.18). Células de ma- 
míferos expressam quatro homólogos de Ras: H-Ras, N-Ras, 
K-Ras 4A e K-Ras 4B. 

Estudos de genética molecular das vias de sinalização em 
uma variedade de organismos geneticamente distantes (es- 
pecialmente humanos, ratos, Xenopus, Drosophila e o verme 
nematódio Caenorhabditis elegans) revelaram uma via sur- 
preendentemente conservada para a qual os RTKs conver- 
gem o sinal da interação com um ligante para Ras, que, por 
sua vez, retransmite o sinal pela cascata da MAP-cinase para 
o aparato transcricional no núcleo (Seção 19.3D). No entan- 
to, a forma em que as mensagens são transmitidas entre os 
RTKs e Ras permaneceu incógnita por vários anos, até que 
investigações em inúmeros laboratórios revelaram seus prin- 
cipais detalhes. Em particular, esses estudos demonstraram 
que duas proteínas previamente caracterizadas, Grb2 e Sos , 
formam um complexo que serve de ponte entre RTKs ati- 
vados e Ras de uma forma que induz a Ras a trocar o GDP 
ligado a ela por GTP, ativando-a (ou seja, eles agem como 
uma GEF). 

A proteína Grb2 de mamíferos, um homólogo de 217 
resíduos da drk em Drosophila e da Sem-5 em C. elegans , 
consiste quase inteiramente em um domínio SH2 flanqueado 
por dois domínios SH3. A proteína Sos (o produto de 1.596 
resíduos do gene Son of Sevenless, assim chamado porque 
Sos interage com o produto do gene Sevenless, ou “sem- 
-sete”, um RTK que regula o desenvolvimento do fotorre- 
ceptor celular R7 de olhos de Drosophila), necessária para 
a sinalização mediada por Ras, contém um domínio central 
homólogo a Ras-GEFs conhecidas e ao segmento C-terminal 
destas rico em Pro, similar a motivos de ligação a SH3 co- 
nhecidos. Além disso, tem sido mostrado que homólogos de 
Sos em mamíferos (mSos) estimulam especificamente a troca 
de nucleotídeos de guanina em proteínas Ras de mamíferos. 
Técnicas de Werstern blotting (Seção 6.4Bc) utilizando an- 
ticorpos anti-Grb2 e anti-mSos indicaram que Grb2 liga o 
segmento C-terminal de mSos, mas não liga quando um dos 
resíduos de Pro no motivo de ligação a SH3 da mSos foi subs- 
tituído por Leu ou na presença de polipeptídeos sintéticos 


que contenham essa sequência rica em Pro. Estudos simila- 
res indicaram que, na presença de EGF, o receptor de EGF 
(um RTK; Figs. 19-25 e 19-27í>) liga especificamente o com- 
plexo Grb2-mSos. No entanto, essa interação é bloqueada 
pela presença de um fosfopeptídeo contendo a sequência do 
segmento peptídico de um dos resíduos de fosfoTyr do re- 
ceptor de EGF ativado. Evidentemente, o domínio SH2 de 
Grb2 liga um segmento peptídico contendo fosfoTyr em um 
RTK ativado, enquanto seus dois domínios SH3 ligam as se- 
quências ricas em Pro de Sos. Dessa forma, a função GEF de 
Sos é estimulada a ativar Ras. 

g. Grb2, Stic e IRS são adaptadores que recrutam Sos para a 
vizinhança de Ras 

A estrutura por raios X de Grb2, determinada por Arnaud 
Ducruix, revela que nenhum dos seus domínios SH3 en- 
tram em contato com seus domínios SH2 (Fig. 19.36). 
Ademais, apesar dos dois domínios SH3 estarem em con- 
tato, a área de sua interface é relativamente pequena, con- 
sequentemente é mais provável que seja um artefato da 
cristalização do que uma característica estrutural de Grb2 
em solução. Por essa razão, parece que os domínios SH3 da 
Grb2 são ligados de maneira flexível ao seu domínio SH2. 
Como a ligação do adaptador flexível (um acoplador que 
carece de atividade enzimática) a um RTK fosforilado es- 
timula Sos a agir como uma GEF de Ras? A ligação entre 
Grb2 e Sos é tão forte que elas estão permanentemente 



SH3-C 


FIGURA 19.36 Estrutura por raios X de Grb2. Seu domínio 
SH2 (verde) está ligado aos seus domínios SH3 flanqueadores 
(ciano e cor de laranja) por 4 resíduos acopladores aparente- 
mente não estruturados e, portanto, flexíveis. (Com base na 
estrutura por raio X elucidada por Arnaud Ducruix, Université 
de Paris-Sud, Gif sur Yvette Cedex, França. PDBid 1GRI.) 
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FIGURA 19.3? Estrutura de um substrato do receptor de in- 
sulina (IRS). Uma IRS contém um domínio PH e um domínio 
PTB em sua extremidade N-terminal, seguidos por múltiplos 
sítios de ligação contendo fosfoTyr para os domínios SH2 de 
proteínas sinalizadoras a jusante. 


associadas na célula. Então, quando Grb2 liga seu RTK- 
alvo fosforilado, ela recruta Sos para a superfície interna 
da membrana plasmática, onde o aumento da concentração 
local de Sos faz ela se ligar mais prontamente à proteína 
Ras ancorada à membrana. 

As proteínas Shc também são adaptadores que fazem 
a conexão de RTK ativados à Ras. Proteínas Shc são cons- 
tituídas de um domínio PTB N-terminal (Fig. 19.34), uma 
região efetora central (CHI) e um domínio SH2 C-terminal 
que liga certos RTKs ativados. Além disso, as proteínas Shc 
também são importantes alvos de vários RTKs, que as fos- 
forilam em seus domínios CHI em sequências que, então, 
formam sítios de ligação ao domínio SH2 de Grb2. Assim, 
RTKs ativados podem ligar Grb2 indiretamente, por Shc, e 
também diretamente. Além disso, em alguns casos, um com- 
plexo Shc-Grb2-Sos que não está ligado a um RTK pode 
ativar Ras. 

O receptor de insulina ativado (autofosforilado) não in- 
terage diretamente com proteínas contendo domínios SH2. 
Em vez disso, ele fosforila principalmente uma proteína de 
~ 1 .300 resíduos chamada substrato do receptor de insulina 
(IRS, de insulin receptor substrate na verdade, uma família 
de quatro proteínas homólogas, chamadas IRS 1-4, cada 
uma delas é expressa de forma tecido-específica). Todas as 
proteínas IRS possuem uma região “alvo” N-terminal, que 
consiste em um domínio PH responsável pela localização do 
IRS no interior da membrana plasmática, seguido por um 
domínio PTB , responsável pela ligação do IRS a um resíduo 
de fosfoTyr de um receptor de insulina ativado (Fig. 19.37). 
O receptor de insulina então fosforila o IRS em um ou mais 
de seus 6 a 8 resíduos de Tyr, convertendo-os em sítios de 
ligação a SH2, que depois acoplam esse sistema às proteínas 
contendo SH2 (Seção 19.4F). Adaptadores com múltiplos 
sítios de ligação a SH2, como as proteínas IRS e Shc, tam- 
bém são conhecidos como proteínas de atracamcnto, porque 
funcionam como plataformas para o recrutamento de várias 
moléculas sinalizadoras a j usante em resposta à ativação de 
seu RTK correspondente. Assim, uma proteína de atraca- 
mento aumenta a complexidade e a flexibilidade regulatória 
de suas vias de sinalização iniciadas por RTK e também am- 
plifica o sinal. 

h. Sos serve para forçar a abertura do sítio de ligação a 
nucleotídeos de Ras 

A estrutura por raios X de Ras, determinada por Kuriyan, 
complexada com um segmento da Sos de 506 resíduos que 
contém GEF revela como a Sos induz Ras a trocar seu GDP, 
normalmente ligado firmemente, por GTP. Esse segmento 


da Sos consiste em dois domínios hélices a, dos quais apenas 
o C-terminal, chamado domínio catalítico, entra em conta- 
to com a Ras. A Ras é comprimida contra o centro do do- 
mínio catalítico, que possui forma côncava e alongada (Fig. 
19.38). Essas porções de Ras que interagem com o domínio 
catalítico incluem as regiões dos Comutadores I e II e a alça 
que liga os fosfatos a e p de GDP e GTP, a chamada alça-P 
(apesar do GMP ligar-se à Ras com 10 6 menos afinidade do 
que GDP, de modo que o fosfato p do GDP é grandemente 
responsável por sua forte ligação à Ras). Essa interação des- 
loca o Comutador I em relação à sua posição na estrutura 
por raios X de Ras complexada com o análogo de GTP não 
hidrolisável GMPPNP: 
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O sítio de ligação a nucleotídeos da Ras abre-se parcialmen- 
te e a cadeia lateral de uma Leu e a de um Glu da Sos são, 
respectivamente, introduzidas no sítio de ligação a Mg 2 da 
Ras e no sítio que liga o grupo fosfato a de GDP/GTP. No 
entanto, essa interação não obstrui significativamente os sí- 
tios de ligação à guanina e à ribose da Ras. Isso explica como 
a interação Sos-Ras pode ser forte o suficiente para deslocar 
o GDP fortemente ligado à Ras, mas ainda fraca o suficiente 
para que o GTP (ou GDP, 10 vezes menos abundante) possa 
posteriormente deslocar Sos de Ras. 
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FIGURA 19.38 Estrutura por raios X do complexo entre Ras 
e a região de Sos contendo GEF. O domínio N-terminal de Sos 
está em azul, seu domínio catalítico está em verde, e Ras está 
em cinza, com as regiões dos Comutadores I e II em cor de la- 
ranja e sua alça P em vermelho. As regiões conservadas (SCRs) 
dentre as GEFs da família Ras estão em ciano. (Cortesia de 
John Kuriyan, The Rockefeller University, EUA.) 
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As diferentes famílias de pequenas proteínas G intera- 
gem com diferentes classes de GEF, cujos domínios catalí- 
ticos não compartilham similaridade de sequência e não são 
estruturalmente relacionados (p. ex., a rodopsina [Fig. 19.16] 
é uma GEF para G t j. Entretanto, muitas dessas GEFs com- 
partilham o mesmo mecanismo geral na promoção da troca 
GDP-GTP, o que sugere que esse mecanismo tenha surgido 
em várias ocasiões e sofreu evolução convergente. 

i. GAP, desligam o sinal mediado por Ras 
A Ras hidrolisa o GTP ligado a ela a uma taxa constante 
de 0,02 min” 1 (versus 2-3 min" 1 para a subunidade GJ, mui- 
to lentamente para transdução de sinal efetiva. Isso levou â 
descoberta de uma proteína ativadora de GTPase, de 120 
kDa, a Ras GAP, que, quando ligada à Ras • GTP, acele- 
ra a taxa de hidrólise do GTP por um fator de 10 5 . A im- 
portância fisiológica de Ras- GAP como um regulador da 
transdução de sinal mediada por Ras é demonstrada pela 
observação que as atividades biológicas relativas de mutan- 
tes de Ras estão melhor correlacionadas com suas resistên- 
cias à regulação por RasGAP do que com suas atividades 
GTPases intrínsecas. 



FIGURA 19.39 Estrutura por raios X do complexo GAP334 ■ 
Ras-GDP-AIFj. As regiões do sítio ativo das proteínas estão 
representadas em forma de fitas, com Ras em ciano, sua Glyl2 
em roxo, GAP334 em amarelo e sua alça em dedo em verme- 
lho. Os GDP, AIF3 e as cadeias laterais da Asn 61 de Ras e da 
Arg 789 da G AP334 estão representadas na forma de bastões, 
com o átomo de C em verde, N em azul, O em vermelho, F 
em amarelo-verde, P em cor de laranja e Al em cor-de-rosa; a 
molécula de água nucleofílica está representada por uma esfera 
vermelha; pontes de hidrogênio estão representadas com linhas 
tracejadas. (Com base na estrutura por raios X elucidada por 
Alfred Wittinghofer, Max-Planck-Institut für Molekulare Phy- 
siologie, Dortmund, Alemanha. PDBid 1WQ1.) 


O mecanismo pelo qual RasGAP estimula a atividade 
GTPase de Ras foi revelado pela estrutura por raios X, de- 
terminada por Alfred Wittinghofer, dos 334 resíduos do do- 
mínio de ativação GTPase da RasGAP (GAP 334) ligado à 
Ras complexada com GDP e A1F 3 (Fig. 19.39). O GAP 334, 
que consiste em dois domínios helicoidais, interage com a 
Ras ao longo de uma superfície extensa que inclui as re- 
giões de seus Comutadores I e II. O A1F 3 , que possui sime- 
tria trigonal planar, liga-se à Ras na posição supostamente 
ocupada pelo grupo fosfato y de GTP, com o átomo de Al 
em oposição a uma molécula de água que presumivelmente 
seria o nucleófilo na reação GTPase. Uma vez que as liga- 
ções Al — F e P — O possuem comprimentos semelhantes e 
as reações de transferência de grupo fosforil ocorrem por 
um estado de transição bipiramidal (Fig. 16.66), o arranjo 
GDP-A1F 3 -H 2 0 presumivelmente se assemelha ao estado 
de transição da reação GTPase, com o A1F 3 mimetizando 
o grupo P0 3 planar. Note que Ras • GDP por si só não liga 
AlFj. 

O GAP 334 liga-se à Ras com sua alça em forma de dedo 
exposta inserida no sítio ativo da Ras, de forma que a cadeia 
lateral da Arg 789 da alça em dedo interage com o fosfato b 
do GDP ligado à Ras e com o A1F ; (Fig. 19.39). Na Ras- GTP, 
essa cadeia lateral da Arg estaria em uma posição excelen- 
te para estabilizar a carga negativa em desenvolvimento no 
estado de transição da reação de GTPase. De fato, as subu- 
nidades G a , cataliticamente mais efetivas, contêm um resí- 
duo de Arg (Arg 178 em G irj ) cujo grupo guanidina ocupa 
uma posição quase idêntica (na G SQ , esta é a cadeia lateral 
da Arg ADP-ribosilada pela toxina da cólera; Seção 19.2Cd). 
O átomo de O da carbonila da Arg 789 faz uma ligação de 
hidrogênio com o N da cadeia lateral da cataliticamente im- 
portante Gin 61 da Ras. O átomo de O dessa cadeia lateral é, 
dessa forma, posicionado para fazer uma ligação de hidrogê- 
nio com a molécula de água nucleofílica, enquanto seu grupo 
NH 2 interage com um átomo de F do A1F, (Fig. 19.37), um 
arranjo que, supostamente, estabiliza o estado de transição 
da reação da GTPase. 

j. Mutantes oncogênicos de Ras são insensíveis à GAP 
Mutações na Gly 12 e Gin 61 da Ras são suas mutações on- 
cogênicas mais comuns (uma forma oncogênica encontrada 
em —30% dos cânceres humanos). Essas mutações evitam 
que a Ras seja ativada pela RasGAP e hidrólise seu GTP, 
trancando Ras em sua conformação ativa. A estrutura por 
raios X revela por que esses mutantes são insensíveis a GAP. 
A Gly 12 está tão próxima da alça em dedo que mesmo a 
troca pelo resíduo menor possível (por Ala) interferiria es- 
tericamente com a geometria do estado de transição devido 
ao impedimento estérico com a cadeia principal da Arg 789 
(de RasGAP) e com o NH 2 da cadeia lateral da Gin 61. A ob- 
servação que os mutantes em Gly 12 de Ras ligam GTP com 
afinidade semelhante à do tipo selvagem sugere que cadeias 
laterais maiores podem ser toleradas no resíduo 12 de Ras no 
complexo de Michaelis Ras-RasGAP, mas não no estado de 
transição. A aparente participação da Gin 61 na estabilização 
do estado de transição confirma que esse resíduo possui um 
papel essencial na catálise. 
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D. Cascatas de s/na//zaçáo da MAP-Cinase 

A via de sinalização a jusante de Ras consiste em uma série 
linear de Ser/Thr-cinases que formam a chamada cascata da 
MAP-cinase (Fig. 19.40). Muitas das proteínas que partici- 


pam de cascatas da MAP-cinase são produtos de proto-on - 
cogenes: 

1 Raf, uma proteína Ser/Thr-cinase, é ativada por intera- 
ção direta com Ras-GTP (embora outras vias de sinalização 



FIGURA 19.40 A cascata da MAP-cinase ativada por Ras. Essa cascata de sinalização tem início quando um RTK liga o fator 
de crescimento correspondente, induzindo a autofosforilação do domínio citosólico deste RTK. Grb2/Sem-5 liga-se ao segmento 
peptídeo resultante contendo fosfoTyr através de seu domínio SH2 e, simultaneamente, liga-se a segmentos ricos em Pro de Sos, 
através de seus dois domínios SH3. Isso ativa a função de fator liberador de nucleotídeo de guanina (GEF) da Sos, que promove a 
troca de GDP por GTP, o que ativa a Ras a ligar Raf. Então, a Raf, uma Ser/Thr-cinase, fosforila MEK, que por sua vez fosforila 
a MAPK, que então migra para o núcleo, onde ela fosforila fatores de transcrição, como Fos, Jun, e Myc, dessa forma modulando 
a expressão gênica. A cascata da MAP-cinase, finalmente, retoma ao seu estado latente por meio da ação de proteínas-fosfatases 
(Seção 19-F) após uma proteína ativadora de GTPase (GAP) desativar Ras por induzi-la a hidrolisar seu GTP a GDP. (Segundo 
Egan, S.E. and Weinberg, R.A. N ature 365, 782 [1993].) Ver Figuras animadas 






Bioquímica 


713 


FIGURA 19.41 Estrutura por raios X do domínio de ligação 
a Ras de Raf (RafRBD; cor de laranja ) complexada com 
RaplA. GMPPNP (azul). As regiões dos Comutadores I e 
II da Rapl A estão em roxo e verde, e o GMPPNP ligado está 
representado na forma de volume atómico, com os átomos de C 
em verde, N em azul, O em vermelho e P em amarelo. RaplA. 
GMPPNP e Ras. GMPPNP possuem estruturas praticamente 
idênticas. (Com base na estrutura por raios X elucidada por 
Alfred Wittinghofer, Max-Planek-Institut für Molekulare Phy- 
siologie, Dortmund, Alemanha. PDBid 1GUA.) 


possam ativar Raf fosforilando-a em múltiplos resíduos de 
Ser ou Thr; ver a seguir). A estrutura por raios X da homó- 
loga de Ras, RaplA, complexada com GMPPNP e com o 
domínio de ligação à Ras da Raf (RafRBD), determinada 
por Wittinghofer, revela que as duas proteínas associam- 
-se amplamente por estenderem mutuamente suas folhas (3 
antiparalelas por uma interface essencialmente polar (Fig. 
19.41). Apesar de Ras • GTP possuir afinidade de ligação 
1.300 vezes maior do que Ras • GDP por Raf, não está claro, 
a partir dessa estrutura, como a hidrólise de GTP por Ras 
afeta a interface Ras-Raf. Muito possivelmente a mudança 
conformacional no Comutador I de Ras perturba a interface 
Ras-Raf a ponto de se dissociarem. 

2. A Raf ativada fosforila uma proteína conhecida como 
MEK ou como MAP-cinase-cinase (MKK) em resíduos es- 
pecíficos de Ser e Thr, estimulando sua atividade Ser/Thr- 
cinase. (Raf é, consequentemente, uma MAP-cinase-tínase- 
tinase [MKKK].) 

3. A MEK ativada fosforila uma família de proteínas 
chamadas proteínas-cinases ativadas por mitógeno (MAP- 
cinases ou MAPKs; de milogen-activaíed protein kinases) ou 
cinases reguladas por sinal extracelular (ERKs; de extracellu- 
lar-signal-regulated kinases ) . Para uma ativação efetiva, uma 
MAPK deve ser fosforilada nos resíduos de Thr e Tyr na se- 
quência Thr-X-Tyr. MEK (que significa cinase ativada por 
MAP/£RK-kinase) catalisa as duas fosforilações e, portanto, 
possui especificidade dupla por Ser/Thr e Tyr. A estrutura 
por raios X da MAP-cinase ERK2 não fosforilada, deter- 
minada por Elizabeth Goldsmith, revela que essa proteína 
assemelha-se estruturalmente a outras proteínas-cinases de 
estrutura conhecida e que seu resíduo de Tyr que é fosfo- 
rilado bloqueia o sítio de ligação ao peptídeo quando não 
fosforilado. 

4. As MAPKs ativadas fosforilam uma variedade de pro- 
teínas citoplasmãticas e proteínas associadas à membrana, 
incluindo Sos e EGFR, em motivos Ser/Thr-Pro. Além disso, 
as MAPKs migram do citosol para o núcleo, onde fosforilam 
vários fatores de transcrição, incluindo Jun/AP-1, Fos e Myc. 
Esses fatores de transcrição ativados, por sua vez, induzem 
a transcrição de seus genes-alvo (Seção 34.4Bd) . Os efeitos 
encomendados pela presença extracelular do fator de cres- 
cimento proteico, que iniciou a cascata de sinalização, são 
então produzidos. 

As cascatas da MAP-cinase podem ser ativadas também de 
outras formas que não por RTKs ativados. Por exemplo, a 


Raf pode ser ativada por meio da fosforilação de suas Ser / 
Thr pela PKC, que é ativada pelo sistema de sinalização do 
fosfoinositídeo, descrito na Seção 19.4. Alternativamente, a 
Ras pode ser ativada por subunidades de certas proteínas G 
heterotriméricas. Assim, a cascata da MAP-cinase serve para 
integrar uma variedade de sinais extracelulares. 

a. Proteínas estruturais e ancoradoras organizam e 
posicionam as proteínas-cinases 
Células eucarióticas contêm muitas cascatas de sinalização 
de MAPK diferentes, cada uma com um conjunto caracterís- 
tico de componentes cinases, que em mamíferos compreende 
pelo menos 14 MKKKs, 7 MKKs e 12 MAPKs (Fig. 19.42). 
Apesar de cada MAPK ser ativada por uma MKK específica, 
uma dada MKK pode ser ativada por mais de uma MKKK. 
Além disso, várias vias podem ser ativadas por um único tipo 
de receptor. Como, então, uma célula previne a intercomu- 
nicação inapropriada entre vias de sinalização intimamente 
relacionadas? Uma forma é pelo uso de proteínas estrutu- 
rais, proteínas que ligam alguns ou todos os componentes 
proteínas-cinases de uma cascata de sinalização particular 
para assegurar que as proteínas-cinases de uma determinada 
via interajam apenas uma com a outra. Ademais, uma pro- 
teína estrutural pode controlar a localização subcelular de 
suas cinases associadas. 

A primeira proteína estrutural conhecida foi desco- 
berta por meio de análises genéticas de uma cascata de 
MAP-cinase em leveduras, que demonstraram que essa pro- 
teína, Ste5p, liga os componentes MKKK, MKK e MAPK 
da via e que, in vivo, a ausência da estrutura inativa a via. 
Evidentemente, as interações entre os componentes cinases 
sucessivos dessa cascata de MAP-cinase são, por si só, insufi- 
cientes para a transmissão do sinal. 
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FIGURA 19.42 Cascatas de MAP-rinases em células de mamíferos. Cada cascata de MAP-cinase consiste em uma MKKK, uma 
MKK e uma MAPK. Vários estímulos externos podem ativar uma ou mais MKKKs, que, por sua vez, podem ativar uma ou mais 
MKKs. No entanto, as MKKs são relativamente específicas para suas MAPKs-alvo. As MAPKs ativadas fosforilam fatores de 
transcrição específicos (p.ex. Elk-1, Etsl, p53, NFAT4, Max), assim como cinases específicas (p. ex. p90 r!,k , S6 cinase, MAPKAP- 
-dnase). Os fatores de transcrição e as cinases ativados resultantes induzem respostas celulares, tais como crescimento, diferencia- 
ção e apoptose (morte celular programada; Seção 34-4E. (De acordo com Garrington, T. P. and Johnson, G.L., Curr. Opin. Cell 
Biol.ll, 212 [1999].) 


JIP-1 (de JNK Interacting Protein-1; proteína de intera- 
ção com JNK-1; Fig. 19.43a) é uma proteína estrutural que 
liga simultaneamente 


(a) 


(b) 
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Estresse, etc. 



Resposta 


FIGUF A 19.43 Alguns exemplos de proteínas estruturais que 
modulam cascatas de MAP-dnases em mamíferos, (a) A JIP-1 

liga todos os componentes proteicos da cascata de MAP cinase 
em que a HPK1 fosforila a MKL3 ou a DLK (MKKKs), que 
então fosforila a MKK7, que fosforila a JNK (uma MAPK), ( b ) 
A MEKK1 (uma MKKK) é a cinase para MKK4 e também liga 
a JNK, a MAPK-alvo da MKK4. (De acordo com Garrington, 
T. P. and Johnson, G.L., Curr. Opin. Cell Biol.ll, 213 [1999].) 


HPK1 (de hematopoietic progenitor kinase-1; cinase-1 
progenitora hematopoiética), um análogo de Ras e portanto 
uma MKKK-cinase (MKKKK); as MKKKs MLK3 e DL3; a 
MKK7; e a MAPK JNK (d cJun N-terminal kinase). MEKK1 
é um tipo um pouco diferente de proteína estrutural (Fig. 
19.43b); essa MKKK funcional liga seu substrato, MKK4, 
tanto quanto o substrato anterior, JNK. 

Proteínas Ser/Thr-cinases podem, da mesma maneira, 
estar individualmente amarradas aos seus sítios de ação por 
proteínas ancoradoras. Por exemplo, a PKA, que participa 
de numerosas vias de sinalização paralelas, incluindo a que 
regula o metabolismo do glicogênio (Seção 18.3), associa-se 
com várias proteínas não relacionadas chamadas proteínas 
ancoradoras de cinase A. Todas as diferentes proteínas an- 
coradoras de PKA ligam as subunidades regulatórias (R) da 
PKA, direcionam a PKA para diferentes localizações subce- 
lulares (p. ex., para vesículas, para a membrana plasmática 
ou para receptores específicos) e podem ligar também outras 
proteínas sinalizadoras (p. ex., PP1, a proteína-fosfatase que 
remove grupos fosfatos instalados pela PKA; Seção 18.3Cg), 
dessa forma agindo para integrar os sinais intracelulares. 

b. O fator letal antraz cliva especificamente MAPKK 
Antraz, uma doença infecciosa causada pela bactéria Bacillus 
anthracis, afeta principalmente animais herbívoros, como bo- 
vinos, ovelhas e cabras. Em raras ocasiões, no entanto, pode 
ser transmitida para o homem (mas não entre homens), em 
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quem, se não tratada, é frequentemente fatal devido ao se- 
vero choque séptico (Seção 19.1Lb). Esporos de antraz são 
agentes significativos em guerra biológica porque sua ina- 
lação resulta em uma forma da doença que quase sempre 
é fatal. Isso porque até que os sintomas do antraz inalado 
tornem-se aparentes, a infecção bacteriana já liberou tanta 
toxina que a eliminação da infecção por tratamento com an- 
tibióticos não reverte o progresso da doença. 

A toxina antraz é constituída de três proteínas que agem 
em conjunto: o antígeno protetor (AP), o fator letal (FL) e o 
fator edema (FE). O AP, assim chamado pelo seu uso em va- 
cinas, é uma proteína de 4 domínios e 735 resíduos que se liga 
a seu receptor de superfície celular no hospedeiro (uma pro- 
teína que possui um único segmento transmembrana) por seu 
domínio C-terminal. A maior parte do domínio N- terminal 
do AP é clivada por uma protease de superfície celular, onde 
a porção do AP que permanece ligada à membrana forma 
heptâmeros cíclicos similares aos pentâmeros cíclicos for- 
mados pela toxina colérica (Fig. 19.22). O AP heptamérico, 
então, Üga os domínios N-terminais homólogos do FL e FE, 
servindo de mediador da captação por endocitose ao interior 
da célula dessas proteínas. De fato, a administração intrave- 
nosa apenas do AP e FL mata animais rapidamente. O FE é 
uma AC ativada por calmodulina cuj a ação altera a homeos- 
tasia da água, sendo provavelmente responsável pelo edema 
maciço (retenção anormal de fluidos intercelulares) observa- 
do em infecções cutâneas por antraz. 

O FL é uma protease monomérica de 776 resíduos que 
possui apenas um alvo celular conhecido: ele cliva membros 
da família de proteínas MAAPKK próximo ao N -terminal, 
de forma que retira as sequências de atracamento de suas 
MAPKs correspondentes adiante na sinalização. Por isso, 
a via de transdução do sinal em que essas proteínas parti- 
cipam é interrompida. Entretanto, a infecção com antraz 
tem como alvo principal os macrofágos, um tipo de células 
brancas do sangue (camundongos cujo sangue foi depletado 
de macrófagos são resistentes ao antraz). Baixos níveis de 
FL, que ocorrem no estado inicial da infecção com antraz, 
clivam a MAPKK-3, o que inibe a liberação pelos macrófa- 


gos, mas não a produção, dos mediadores inflamatórios NO 
(Seção 19.1Lb) e fator de necrose tumoral-a (TNF-a, de 
tumor nervosis factor- a; uma citocina que tem efeitos opos- 
tos à maioria dos fatores de crescimento proteicos e é em 
grande parte responsável pelo enfraquecimento observado 
nas infecções crônicas). Isso tem o efeito de reduzir e/ou 
retardar a resposta imune. Ao contrário, altos níveis de FL, 
que ocorrem no estágio avançado da infecção, provocam 
a lise do macrófago, causando liberação abrupta de NO e 
TNF-a, que presumivelmente resulta no choque séptico que 
causa a morte. 

E. Receptores associados à tirosina-cinase 

Muitos receptores de superfície celular não são membros das 
famílias de receptores que foram discutidos e não respondem 
à interação do ligante por autofosforilação. Dentre esses es- 
tão os receptores das citocinas, (Seção 19.3Eb) e receptores 
de célula T (que controlam a proliferação das células do sis- 
tema imune conhecidas como linfócitos T [células T]; Seção 
35.2D). A interação com o ligante induz a dimerização (e, em 
alguns casos, a trimerização ou formação de oligômeros ain- 
da maiores) desses receptores associados à tirosina-cinase, 
frequentemente com diferentes tipos de sub unidades, deforma 
que ativa tirosinas-cinase não receptoras (NRTK, de nonre- 
ceptor tyrosine kinases) associadas. A organização dos domí- 
nios das principais subfamílias de NRTKs está esquematiza- 
da na Fig. 19.44. 

a. A estrutura de Src revela seu mecanismo autoinlbitório 
Muitas das NRTKs que são ativadas por receptores asso- 
ciados à tirosina-cinase pertencem à família Src, que con- 
tém pelo menos nove membros, incluindo Src, Fyn e Lck. 
A maioria dessas proteínas, de —530 resíduos, ancoradas à 
membrana (por miristoilação) possui um domínio SH2 e um 
SH3 e todas têm um domínio PTK. Então, uma cinase rela- 
cionada à Src também pode ser ativada por associação com 
um RTK autofosforilado. Embora cinases relacionadas à Src 
estejam associadas a diferentes receptores, elas fosforilam 
grupos sobrepostos de proteínas-alvo. Essa complexa rede 
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FIGURA 19.44 Organização dos domínios das principais subfamílias de NRTKs. A extremidade N-terminal desses polipeptíde- 
os, que estão representados aproximadamente em escala, está à esquerda, e a identificação dos domínios está à direita. (Cortesia de 
Stevan Hubbard, New York University School of Medicine, EUA.) 
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de interações explica por que diferentes ligantes frequente- 
mente ativam a mesma via de sinalização. 

A Src, como indicado na Fig. 19.44, é constituída de, a 
partir da extremidade N- para a C-terminal, um domínio 
N-terminal miristoilizado característico, que difere entre os 
membros da família Src, um domínio SH3, um domínio SH2, 
um domínio FTK e uma cauda C-terminal curta. A fosfori- 
lação da Tyr 416 na alça de ativação do domínio PTK ati- 
va a Src, enquanto a fosforilação da Tyr 527 em sua cauda 
C-terminal a desativa. In vivo, a Src está fosforilada na Tyr 
416 ou na Tyr 527, mas não em ambas. A desfosforilação da 
Tyr 527 ou a interação de um ligante externo ao domínio 
SH2 ou ao SH3 ativa a Src, um estado que é mantido pela 
autofosforilação da Tyr 416. Quando a Tyr 527 está fosfo- 
rilada e não estão disponíveis fosfopeptídeos ativadores, os 
domínos SH2 e SH3 da Src desativam seu domínio PTK, isto 
é, a Src é então autoinibida. 

A estrutura por raios X de Src-AMPPNP deficiente em 
seu domínio N-terminal e com a Tyr 527 fosforilada, deter- 
minada por Stephen Harrison e Michael Eck, revela a base 
estrutural da autoinibição da Src (Fig. 19.45). Conforme es- 
tudos bioquímicos mostraram previamente, o domínio SH2 
liga a fosfoTyr 527, que ocorre na sequência pYNPG, em vez 
da sequência pYEEI característica de peptídeos-alvo, de alta 
afinidade, de SH2 da Src. Embora o segmento pYNP ligue-se 
a SH2, como o faz o segmento pYEE na Fig. 19.336, os resí- 
duos seguintes estão fracamente ordenados na estrutura por 
raios X e, além disso, o bolso SH2, ao qual se liga a cadeia la- 
teral da Ile do pYEEI, não está ocupado. Aparentemente, o 
segmento peptídico contendo a fosfoTyr 527 liga-se ao domí- 
nio SH2 de Src com afinidade reduzida em relação aos seus 
peptídeos-alvo. 

O domínio SH3 liga-se ao elo que conecta o domínio SH2 
ao lóbulo N-terminal do domínio PTK. Os resíduos 249 a 253 
desse elo formam uma hélice de poliprolina II que se liga ao 
domínio SH3 mais ou menos como fazem os peptídeos-alvo 
ricos em Pro de SH3 (Fig, 19.33). No entanto, a única Pro 
nesse segmento é o resíduo 250. A cadeia lateral polar da Gin 
253, que ocupa a posição da segunda Pro na sequência- alvo 
Pro-X-X-Pro normal de SH3 não entra no bolso de ligação 
hidrofóbico que a segunda prolina ocuparia (Fig. 19.35), e 
assim, nesse ponto, a trajetória do peptídeo é desviada da- 
quela do peptídeo-alvo rico em Pro. Aparentemente, essa in- 
teração é mais fraca que aquela com peptídeos-alvo de SH3 
da Src. 

Os domínios SH2 e SH3 da Src ligam o domínio PTK 
no lado oposto do sítio ativo. Como, então, a conformação 
mostrada na Fig. 19.45 inibe a atividade de PTK? Os dois 
lóbulos do domínio PTK da Src estão, na maior parte, bas- 
tante sobrepostos aos seus correspondentes no domínio PTK 
da Lck (um membro da família Src) fosforilada, e portanto 
ativada, bem como da subunidade C da PKA ativada (Fig. 
18.15). No entanto, a hélice C da Src (a única hélice no lóbu- 
lo N-terminal da PTK) está deslocada da interface entre os 
lóbulos N- e C-terminais em relação ao seu correspondente 
em Lck e PKA. A hélice C contém o resíduo conservado Glu 
310 (usando a numeração de Src), que na Lck e na PKA ati- 
vadas projeta-se para dentro da fenda catalítica, onde forma 
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FIGURA 19.45 Estrutura por raios X de Src. AMPPNP sem 
seu domínio N-terminal e com a Tyr 527 fosforilada. O domí- 
nio SH3 está em cor de laranja, o domínio SH2 está em magen- 
ta, o elo ligando o domínio SH2 ao domínio PTK está em verde 
com os 5 resíduos da hélice de poliprolina II em amarelo-ouro, 
o lóbulo N-terminal do domínio PTK está em cor-de-rosa, o 
lóbulo C-terminal está em dano com sua alça de ativação em 
azul e a cauda C-terminal está em cor de laranja. O AMPPNP 
está representado na forma de volume atômico e Y416 e pY527 
estão representadas na forma de esferas e bastões, todas com os 
átomos de C em verde, N em azul, O em vermelho e P em ama- 
relo. (Com base na estrutura eíuddada por Stephen Harrison e 
Michael Eck, Harvard Medicai School, EUA. PDBid 2SRC.) 


uma ponte salina com a Lys 295, um ligante importante dos 
fosfatos a e |3 do substrato ATP. No entanto, na Src inativa, 
o Glu 310 forma uma ponte salina alternativa com a Arg 409, 
enquanto a Lys 295 interage com o Asp 404. Na Lck ativada, 
a Arg 409 forma uma ponte salina com a fosfoTyr 416. 

As observações estruturais anteriores sugerem o seguin- 
te cenário para a ativação de Src (Fig. 19.46): 

1. A desfosforilação da Tyr 527 e/ou a ligação do domínio 
SH2 e/ou SH3 aos seus peptídeos-alvo (pelos quais SH2 e 
SH3 possuem maior afinidade do que os sítios internos de 
ligação da Src) libera esses domínios de suas posições ligadas 
ao domínio PTK mostradas na Fig. 19.45, dessa forma rela- 
xando as limitações conformacionais sobre o domínio PTK. 
Isso permite a abertura da fenda do sítio ativo de PTK, rom- 
pendo a estrutura da sua alça de ativação parcialmente heli- 
coidal (que ocupa uma posição que bloqueia a fenda do sítio 
ativo; Fig. 19.45) para expor a Tyr 416 para autofosforilação. 

2. A fosfoTyr 416 resultante forma uma ponte salina com a 
Arg 409, que estericamente precisa da reorganização estrutu- 
ral da alça de ativação para sua conformação ativa, não blo- 
queada. A consequente ruptura da ponte salina Glu 3 10- Arg 
409 liberta a hélice C para adotar sua orientação ativa, que, 
por sua vez, permite que o Glu 310 forme uma ponte salina, 
cataliticamente importante, com a Lys 295, dessa forma esti- 
mulando a atividade PTK de Src. 
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FIGURA 19.46 Modelo esquemático da ativação de Src. Ver o texto para explicações. O esquema de cores e a orientação são 
basicamente os mesmos da Fig. 19-45. (De acordo com Young, M.A., Gonfloni, F., Superti-Furga, G., Roux, B. e Kuriyan, J., Cell , 
105, 115(2001].) 


O mecanismo anterior, talvez inesperadamente, é cru- 
cialmente dependente da rigidez dos 8 resíduos do elo que 
liga os domínio SH2 e SH3. Assim, substituindo três desses 
resíduos do elo de ligação por Gly (cuj a falta de um átomo 
de Cp o torna o resíduo menos restrito conformacionalmen- 
te) resulta em uma proteína que não é mais desativada pela 
fosforilação da Tyr 527. Isso é corroborado por simulações 
de dinâmica molecular (Seção 9.4), que indicam que o movi- 
mento térmico dos domínios SI 12 e SH3 é altamente correla- 
cionado (move-se como uma unidade) quando a Tyr 527 está 
fosforilada, mas que essa correlação é significativamente re- 
duzida quando a Tyr 527 está desfosforilada ou quando Gly 
substitui os três resíduos do elo. 

b. A via JAK-STAT transmite sinais de citocinas 
As citocinas formam um grupo diverso de pequenas proteí- 
nas solúveis que, quando secretadas pelas células, agem de 
forma autócrina, parácrina ou endócrina para induzir uma 
grande variedade de respostas, inclusive resposta imune 
(Seção 35.2Aa), proliferação, crescimento e diferenciação 
celular, apoptose (morte celular programada; Seção 34.4E) 
e quimiotaxia (o movimento de uma célula móvel através de 
um gradiente de concentração de uma substância específica) . 
Dentre elas estão as 35 interleucinas (IL-1 a IL-35) diferen- 
tes, os fatores estimuladores de colônia (que incluem o fa- 
tor estimulador de colônia de macrófagos [M-CSF], o fator 
estimulador de colônias de granulócitos [G-CSFJ e o fator 
estimulador de colônia de macrófagos e granulócitos [GM- 
CSF] ; macrófagos e granulócitos são tipos de células brancas 
do sangue), hormônio do crescimento (Seção 19. 1J), eritro- 


poietina (EPO; que estimula a produção de eritrócitos), os 
intcrferons (proteção contra infecção virai; Seção 32.4Ab) os 
fatores de necrose tumoral (TNFs) , o fator de crescimento 
de nervos (NGF) e as quimiocinas (que induzem quimiotaxia 
em células responsivas). Anormalidades em citocinas espe- 
cíficas ou em seus receptores tem sido implicadas em uma 
grande variedade de doenças e, reciprocamente, diversas ci- 
tocinas são úteis terapeuticamente no alívio de certos estados 
patológicos (p. ex., EPO é usado para tratar anemia resultan- 
te de doença crônica dos rins [EPO é produzido pelos rins] e 
GM-CSF é usado para estimular a produção de células bran- 
cas após quimioterapia [que mata células em rápido cresci- 
mento como as células brancas]). 

A maioria dos receptores de citocinas, como visto para 
o hormônio do crescimento humano (Seção 19. 1J), são ati- 
vados por meio da agregação de dois ou mais componentes 
do receptor induzida pelo ligante. Por exemplo, o receptor 
de GM-CSF consiste em dois tipos diferentes de subunida- 
des: GMRa, que é específica para GM-CSF, e p c , que é uma 
sub unidade comum para os receptores de GM-CSF, IL-3 e 
IL-5. As duas subunidades consistem em um domínio cito- 
sólico N-terminal, uma única hélice transmembrana e um 
ectodomínio C-terminal, que em GMRa consiste em dois 
domínios fibronectina tipo III (Seção 19.1J) e em p c consiste 
em quatro desses domínios. 

A estrutura por raios X de GM-CSF complexada com o 
ectodomínio de seu receptor, determinada por Angel Lopez 
e Michael Parker, revela que ele consiste em um complexo 
2:2:2 de GM-CSF, GMRa e p c (Fig. 19.47). GM-CSF, como 
foi previamente determinado, consiste em um feixe de qua- 
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FIGURA 19.47 Estrutura por raios X da porção extracelular do receptor de GM-CSF eomplexado com GM-CSF. A estrutura 
do complexo GM-CSF, GMRct e p c , 2:2:2 de simetria de ordem 2, é vista em (a) paralelo ao plano da membrana plasmática e (6) a 
partir do lado extracelular da membrana. O GM-CSF está em roxo, o GMRa está em amarelo, um monômero de p c (cadeia a) está 
em magenta e o outro monômero (cadeia b) está em verde. Os rótulos indicam os nomes dos domínios. Os carboidratos N-ligados 
estão representados na forma de bastões com o átomo de C da Asn em verde e os átomos de C do carboidrato em cinza, N em azul 
e O em vermelho. Os peptídeos desordenados que ligam a extremidade C-terminal das cadeias do receptor aos seus segmentos 
transmembrana estão representados em linhas tracejadas. (Modificada por Angel Lopez, Hanson Institute, Adelaide, Australia, e 
Michael Parker, St. Vincenfs Institute of Medicai Research, Fitzroy. Victoria, Australia. PDBid 3CXE.) 


tro hélices orientadas acima-acima-abaixo-abaixo, uma to- 
pologia que ocorre apenas em citocinas helicoidais. Cada 
molécula de GM-CSF interage com os dois domínios de uma 
subunidade GMRa e com o domínio N-terminal de uma su- 
bunidade |3 C (Dl) e com o domínio C-terminal da outra su- 
bunidade |3 C (D4). Este fenônemo, em que o domínio de uma 
subunidade é trocado pelo mesmo domínio de uma subuni- 
dade idêntica para formar um dímero entrelaçado, é conhe- 
cido como troca de domínios. Este é um mecanismo comum 
para a montagem de oligômeros. 

Embora as estruturas por raios X dos ectodomínios de 
alguns receptores de citocinas tenham sido determinadas, a 
estrutura de seus domínios citosólicos é, até agora, desconhe- 
cida. No entanto, conforme James Darnell elucidou, o sinal 
de citocinas helicoidais ligadas a seus receptores cognatos é 
transmitido para dentro da célula pela via JAK-STAT. Os 
receptores dessas citocinas formam complexos com proteínas 
da família Janus-cinase ( JAK, de Janus kinase ) de NRTKs, 
assim chamadas porque cada um de seus 4 membros (JAK1, 
JAK2, JAK3 e Tyk2), de — 1.150 resíduos, possui dois do- 
mínios PTK (Janus é o Deus romano de duas faces dos por- 
tões e entradas), embora apenas o domínio C-terminal seja 
funcional (Fig. 19.44). As STATs (de signal transducers and 
activators of transcription; transmissores de sinal e ativadores 
de transcrição) compreendem uma família de sete proteínas 
de —800 resíduos, que são os únicos fatores de transcrição 
conhecidos cuj as atividades são reguladas por fosforilação de 
Tyr e que possuem domínios SH2. 

A via JAK-STAT funciona como está esquematizado na 
Fig. 19.48: 

1. A interação com a citocina induz a oligomerização do 
receptor de citocinas. 

2. As duas JAKs associadas ao receptor de citocina são 
aproximadas (no caso do receptor de GM-CSF, JAK2 liga-se 
ao domínio citosólico |3 C ), quando então elas se fosforilam 
reciprocamente e depois fosforilam seus receptores associa- 
dos, em um processo semelhante à autofosforilação de RTKs 


dimerizados (Seção 19.3Ab). Observe que, ao contrário da 
maioria das NRTKs, as JAKs não possuem domínios SH2 e 
nem SH3. 

3. As STATs ligam-se ao grupo fosfoTyr em seu receptor 
ativado cognato por seu domínio SH2 e são então fosforila- 
das pela JAK associada em um resíduo de Tyr conservado. 

4. Após a dissociação do receptor, as STATs fosforiladas 
homo ou heterodimerizam-se pela associação de seu resí- 
duo de Tyr fosforilado com o domínio SH2 na subunidade 
oposta. 

5. Os dímeros de ST AT são transladados para o núcleo, 
onde são fatores de transcrição funcionais que induzem a ex- 
pressão de seus genes-alvo da mesma forma que os fatores de 
transcrição que são fosforilados pela MAPK (Fig. 19.40). 

c. PTK são alvos de fármacos antitumorais 
A principal característica da leucemia mieloide crônica 
(LMC) é um translado cromossômico específico, (Seção 
34.4C) que forma o chamado cromossomo Filadélfia, em que 
o gene Abl (que codifica a NRTK Abl) é fusionado ao gene 
Bcr (que codifica a proteína Ser/Thr-cinase Bcr). A porção 
Abl dessa proteína de fusão Bcr-Abl é constitutivamente 
(continuamente, sem regulação) ativa, provavelmente por- 
que sua porção Bcr oligomeriza. As células-tronco hemato- 
poiéticas (das quais descendem todas as células do sangue) 
contendo o cromossomo Filadélfia são portanto predispostas 
a desenvolver LMC (a malignidade requer várias alterações 
genéticas independentes; Seção 19.3Ba). Sem um transplante 
de medula óssea (um procedimento de alto risco, que não 
está disponível para a maioria dos indivíduos devido à falta 
de um doador compatível), a LMC é invariavelmente fatal, 
com um tempo médio de sobrevivência de —6 anos. 

Esperaria-se que um inibidor de Abl prevenisse a pro- 
liferação de, ou mesmo eliminasse, as células de LMC. No 
entanto, para ser um agente anti-LMC efetivo, tal substância 
não deve inibir outras proteínas-cinases porque isso certa- 
mente causaria sérios efeitos adversos. Derivados da 2-feni- 
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FEGUR/ 19.48 A via JAK-STAT para a transmissão intracelular dos sinais de citocinas. Ver o texto para detalhes. (De acordo 
com Carpenter, L.R., Yancopoulos, G.D., e Stahl, N., Adv Protein Chem. 52, 109 [1999].) 


laminopirimidina ligam Abl com afinidade e especificidade 
excepcionalmente altas. Um desses derivados é o imatinib 
(nome comercial Glivec), 



desenvolvido por Brian Druker e Nicholas Lydon, que causa 
a remissão dos sintomas em —90% dos pacientes com LMC 
e quase sem efeitos adversos sérios. Esse desempenho sem 
precedentes ocorre, em parte, porque o Glivec é essencial- 
mente inativo contra outras PTKs (uma exceção é o receptor 
de PDGF) e contra proteínas Ser/Thr-dnases. 


Abl é semelhante à Src (Fig. 19.44), mas carece do sítio 
de fosforilação C-terminal regulatório da Src (Figs. 19.45 e 
19.46). A estrutura por raios X do domínio PTK da Abl com- 
plexado com uma forma truncada de Glivec, 



determinada por Kuriyan (Fig. 19.49), revela, como espera- 
do, que o Glivec truncado liga-se no sítio de ligação a ATP 
de Abl (o grupo piperazinil que falta nesse inibidor em rela- 
ção ao Glivec não altera significativamente a discriminação 
de seu alvo, mas aumenta a solubilidade do fármaco e, con- 
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sequentemente, a sua biodisponibilidade [Seção 15.4Ba]; ele 
provavelmente liga-se em uma fenda acessível ao solvente na 
região dorsal de Abl) . A Abl adota então uma conformação 
inativa em que sua alça de ativação, que não está fosforila- 
da, parece mimetizar a forma em que o substrato peptídico 
liga as PTKs (como o receptor de insulina, Fig. 19.28a); ou 
seja, a alça de ativação adota uma conformação autoinibitó- 
ria. Como consequência, a extremidade N-terminal da alça 
de ativação, que possui a sequência altamente conservada 
Asp-Phe-Gly (cuja cadeia lateral da Asp, na PTK ativa, liga 
um íon Mg 2 ~ , essencial para a catálise), adota uma conforma- 
ção bastante diferente daquela observada nas estruturas por 
raios X de Abl e Src inativas (Fig. 19.45), uma vez que esta 
última conformação bloquearia a ligação do Glivec. 

O Glivec foi o primeiro de vários compostos que ini- 
bem proteínas-cinases específicas a ser aprovado pelo FDA 
para o uso clínico contra certos tipos de cânceres. Além dis- 





FIGURA 19.49 Estrutura por raios X do domínio PTK de Abl 
complexada com um derivado truncado de Glivec. A proteína 
está mostrada do lado direito da vista-padrão de proteínas-d- 
nases (p. ex., Figs. 19-28a e 19-45), com seu lóbulo N-terminal 
em cor-de-rosa, seu lóbulo C-terminal em dano, e sua alça de 
ativação em azul. O Glivec truncado, que ocupa o sítio de liga- 
ção a ATP da PTK, está mostrado na forma de volume atômico 
com os átomos de C em verde, N em azul, e O em vermelho. 
(Com base na estrutura por raios X determinada por John Ku- 
riyan, The Rockefeller University, EUA. PDBid 1FPU.) 


so, alguns anticorpos monoclonais (Seção 6.1Da) que ligam 
PTKs específicos ou seus iigantes estão em uso clínico como 
agentes antineoplásicos. Por exemplo, cetuximab (nome co- 
mercial Erbitux), um anticorpo monoclonal quimérico rato/ 
humano, é efetivo contra o câncer colorretal e certos cân- 
ceres de cabeça e pescoço. Ele liga-se especificamente ao 
ectodomínio do EGFR bloqueando sua ligação ao ligante e 
consequentemente previnindo sua ativação, resultando em 
proliferação e crescimento celular prejudicado. Tais terapias 
direcionadas ao receptor sustentam uma enorme promessa 
de controle, se não de cura, de cânceres por mirar especifica- 
mente nas proteína aberrantes que causam os cânceres. Por 
outro lado, a maioria dos agentes quimioterápicos que estão 
em uso atualmente matam indiscriminadamente células em 
crescimento rápido e por isso quase sempre possuem efeitos 
adversos debilitantes. 

d. O aumento da atividade de chaperona facilita o câncer 
Estudos epidemiológicos têm mostrado que indivíduos com 
doenças neurodegenerativas relacionadas à idade, tais como 
mal de Alzheimer e Parkinson possuem incidência mui- 
to menor de câncer do que a população em geral. Qual é a 
base bioquímica dessa intrigante observação? Essas doenças 
neurodegenerativas são todas caracterizadas pela deposição 
de placas contendo fibras amiloides (Seção 9.5) nas células 
cerebrais afetadas. No mal de Alzheimer essas fibras consis- 
tem principamente em proteína Ap (Seção 9.5B) e no mal 
de Parkinson elas contêm principalmente a-sinucleína (uma 
proteína solúvel de 140 resíduos de função desconhecida que 
normalmente ocorre nos terminais pré-sinápticos). Essas fi- 
bras amiloides aparentemente são formadas devido à redu- 
ção associada à idade nos níveis de atividade das proteínas 
chaperona que normalmente previnem sua agregação. 

Muitos produtos de oncogenes, como visto, são formas 
mutantes de proteínas que participam na transdução de sinal 
e consequentemente possuem sua funcionalidade alterada. 
Tais proteínas mutantes são em geral menos estáveis do que 
suas formas não mutadas e por isso requerem mais atenção 
das proteínas chaperonas que o normal para manter suas 
conformações ativas. Em particular, a proteína chaperona 
Hsp90 (Seção 9.2C) facilita o último estágio de dobramento 
de numerosas proteínas de sinalização e, presumivelmente, 
de seus mutantes oncogênicos. De fato, muitas proteínas de 
sinalização não mutadas são instáveis a não ser que elas este- 
jam ligadas aos seus Iigantes correspondentes ou proteínas, e 
consequentemente estão presentes nas células complexadas 
com Hsp90 (responsável pela alta abundância de Hsp90, nor- 
malmente de 1 a 2% das proteínas solúveis de uma célula). 

Hsp90 está superexpressa em muitos tipos de cânceres, 
uma situação que está relacionada com a resistência à tera- 
pia, e por isso, prognóstico ruim (e responsável pela obser- 
vação de que indíviduos com doenças neurodegenerativas 
raramente desenvolvem câncer). Consequentemente, ini- 
bidores de Hsp90 são fármacos antineoplásicos. Diversos 
inibidores de Hsp90, todos interferem com sua função 
ATPãsica, estão atualmente em triagem clínica. Essas subs- 
tâncias, ao contrário da mais visada dos fármacos antineo- 
plásicos (Glivec), provavelmente são efetivos contra uma 
ampla gama de cânceres. 
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F. Proteínas-fosfatases 

Como discutido anteriormente (Seção 19.2E), para preve- 
nir que uma via de sinalização celular permaneça na posição 
“ligada”, seu sinal deve ser rapidamente eliminado tão logo 
a mensagem tenha sido desencadeada. Para proteínas com 
resíduos de fosfoTyr ou fosfo-Ser/Thr, essa tarefa é realizada 
por uma variedade de proteínas-fosfatases; —500 fosfatases 
são codificadas pelo genoma humano (em torno do mesmo 
número de proteínas-cinases, o que sugere que essas famílias 
possuem níveis similares de complexidade). As proteínas- 
-fosfatases, como será visto, não são apenas simples enzimas 
de manutenção, mas são transdutores de sinal propriamente 
dito. Assim, enquanto as cinases controlam a amplitude de 
uma resposta sinalizadora, as proteínas-fosfatases controlam 
sua taxa e duração. 

a. Proteínas tlrosinas-fosfatase também são mediadores de 
transdução de sinal 

As enzimas que desfosforilam resíduos de Tyr, as proteínas 
tirosina-fosfatases ( PTPs, protein tyrosine phosphatases ), 
descobertas por Nicholas Tonks, formam uma grande família 
de diversas proteínas que estão presentes em todos os euca- 
riotos (humanos possuem 107 genes de PTP versus 90 genes 
de PTK). Cada PTP contém, pelo menos, um domínio fosfa- 
tase conservado com —280 resíduos, que possui a assinatu- 
ra de sequência de 11 resíduos (I/V)HCXAGXGR(S/T)G, 
o chamado motivo HCX 5 R, que contém os resíduos de Cys 
e Arg cataliticamente essenciais para a enzima. A reação se 
dá pelo ataque nucleofílico do grupo tiolato da Cys sobre o 
átomo de P da fosfoTyr para formar Tyr e um intermediário 
cisteinil-fosfato, subsequentemente hidrolisado. A cadeia la- 
teral da Arg participa na ligação do substrato e estabiliza o 
intermediário cisteinil-fosfato. 

As PTPs têm sido classificadas em três grupos: (1) PTPs 
do tipo receptor, (2) PTPs intracelulares, e (3) PTPs de du- 
pla especificidade, que também podem desfosforilar resíduos 
de fosfo-Ser/Thr. As PTPs do tipo receptor são construções 
muito semelhantes aos RTKs (Fig. 19.25); ou seja, elas pos- 
suem, a partir da extremidade N- para a C-terminal, um ecto- 
domínio constituído de módulos repetitivos frequentemente 
múltiplos, que ocorrem em outras proteínas, uma única héli- 
ce transmembrana e um domínio citosólico que consiste em 
um domínio PTP cataliticamente ativo, que, na maioria dos 
casos, é seguido por um segundo domínio PTP com pouca ou 
nenhuma atividade catalítica. Apesar disso, esses domínios 
PTP inativos que são altamente conservados, são importan- 
tes para a atividade, especificidade e estabilidade de PTP. 

Análises bioquímicas e estruturais indicam que a dimeri- 
zação induzida pelo ligante de uma PTP do tipo receptor re- 
duz sua atividade catalítica, provavelmente por bloquear seus 
sítios ativos. As PTPs intracelulares contêm apenas um do- 
mínio PTP, flanqueado por regiões contendo motivos, como, 
por exemplo, domínios SH2, que participam de interações 
proteína-proteína. Estudos estruturais revelam que os sítios 
ativos das PTPs do tipo receptor e as intracelulares são muito 
profundos para ligar cadeias laterais de fosfo-Ser/Thr - como 
visto também ser o caso da PTK e dos domínios SH2 (Seções 
19.3Ac e 19.3Cb). No entanto, o bolso do sítio ativo de PTP 
de dupla especificidade é suficientemente raso para ligar tan- 
to resíduos de fosfoTyr como de fosfo-Ser/Thr. 


b. SHP-2 é inativada pela ligação de seu domínio SH2 
N-terminal livre 

A PTP citoplasmática SHP-2 (de SH2 domain containing 
phosphatase 2), que é expressa em todas as células de ma- 
míferos, liga-se a PTKs que são ativadas por vários ligantes, 
incluindo citocinas, fatores de crescimento e hormônios. A 
SHP-2, de 591 resíduos, é constituída de dois domínios SH2 
consecutivos, seguido por um domínio PTP e uma cauda 
C-terminal de 66 resíduos que contém sítios de fosforilação 
de Tyr e um segmento rico em Pro que pode ligar proteínas 
contendo SH3- ou WW. A atividade PTP da SHP-2 aumen- 
ta — 10 vezes pela ligação a peptídeos com um único resíduo 
de fosfoTyr, e — 100 vezes àqueles contendo dois resíduos de 
fosfoTyr e em concentrações muito menores do peptídeo. 
A SHP-2 liga-se ao receptor dos fatores de crescimento e 
ao de certas citocinas por seu domínio SH2 e, quando sua 
cauda C-terminal está fosforilada, também funciona como 
um adaptador para recrutar Grb2 a fim de ativar a via da 
MAP-cinase (Seção 19.3D). Mutações no gene que codifica 
SHP-2 são responsáveis por —50% dos casos de síndrome de 
Noonan, um distúrbio relativamente comum (1 em —2000 
nati vivos) caracterizada principalmente por anormalidades 
cardíacas, baixa estatura, dificuldade de aprendizado, e as- 
pecto facial característico. 

A estrutura por raios X de SHP-2 sem sua cauda 
C-terminal (Fig. 19.50), determinada por Eck e Steven 
Shoelson, revela que o domínio SH2 N-terminal (N-SH2) 
interage extensivamente com o domínio PTP. N-SH2 inibe 
a PTP por inserir profundamente sua alça D'E na fenda ca- 
talítica de 9 Á de profundidade da PTP, onde a alça interage 
com os resíduos catalíticos de Arg e Cys da PTP e previne o 
fechamento do sítio ativo, observado na estrutura por raios 
X de uma PTP complexada com um fosfopeptídeo. O domí- 



FIGURA 19.50 Estrutura por raios X da proteína tirosina- 
-fosfatase SHP-2. Nessa estrutura, o domínio N-SH2 está 
em amarelo-ouro, com sua alça D’E em vermelho, o domínio 
C-SH2 está em verde e o domínio PTP em ciano, com sua assi- 
natura de sequência de 11 resíduos e seu motivo CX 5 R em azul 
e a cadeia lateral de seu resíduo de Cys cataliticamente essen- 
cial mostrado na forma de esferas e bastões, com os átomos de 
C em verde e S em amarelo. (Com base na estrutura por raios 
X determinada por Michael Eck e Steven Shoelson, Harvard 
Medicai School, EUA. PDBid 2SHP.) 
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nio SH2 C-terminal (C-SH2), ao contrário, não possui uma 
interface significativa com os domínios N-SH2 ou PTP. 

Os sítios de ligação ao fosfopeptídeo nos dois domínios 
SH2 estão em faces opostas do domínio PTP e, por essa ra- 
zão, estão completamente expostos na superfície da proteína. 
No entanto, a comparação da estrutura de N-SH2 complexa- 
do a um fosfopeptídeo com aquela da forma autoinibida de 
SHP-2 descrita anteriormente indica que, na forma autoini- 
bida, N-SH2 adota uma conformação em que é incapaz de 
ligar fosfoTyr. Evidentemente, as conformações da superfí- 
cie de ligação a PTP e do sítio de ligação a fosfopeptídeo de 
N-SH2 estão alostericamente relacionadas, a tal ponto que 
as ligações a PTP e a fosfopeptídeos são mutuamente exclu- 
sivas. O domínio C-SH2 não participa na ativação de PTP, 
embora quase certamente contribui fornecendo energia e es- 
pecificidade para a ligação de um fosfopeptídeo. 

c. A virulência da peste bubônica envolve uma PTP 
Bactérias não possuem PTK e, portanto, não sintetizam resí- 
duos de fosfoTyr. Todavia, PTPs são expressas por bactérias 
do gênero Yersinia, mais especificamente Yersinia p es tis, o 
patógeno que causa a peste bubônica (uma doença transmiti- 
da por pulga, a “Peste Negra”, que se estima ser responsável, 
desde o século VI, por —200 milhões de mortes, incluindo 
cerca de um terço da população da Europa entre os anos 
1347 e 1350). A PTP de Y. pestis , YopH, necessária para a 
virulência bacteriana, é muito mais ativa que outras PTPs 
conhecidas. Assim, quando a Yersinia injeta YopH no inte- 
rior de uma célula, as proteínas celulares contendo fosfoTyr 
são desastradamente desfosforiladas. Embora a sequência de 
YopH seja somente —15% idêntica à PTP de mamíferos, ela 
contém todos os resíduos invariantes e suas estruturas por 
raios X são bastante similares. Isso sugere que um ancestral 
da Yersinia adquiriu o gene de uma PTP de um eucarioto. No 
entanto, com a descoberta de uma proteína-fosfatase de du- 
pla especificidade em uma cianobactéria de vida livre, surge 
a possibilidade que PT Ps tenham surgido antes da divergên- 
cia de eucariotos e procariotos. 

d. As células contêm vários tipos de proteínas 
Ser/Th r-fosfatases 

As proteínas Ser/Thr-fosfatases foram primeiramente carac- 
terizadas por Earl Sutherland (que também descobriu o pa- 
pel do AMPc como um segundo mensageiro; Seção 18.3Eb), 
por Edmond Fischer e por Edwin Krebs (que descobriu o 
papel da fosforilação proteica no controle do metabolismo 
do glicogênio; Seção 18.3C). A maioria dessas enzimas são 
membros de duas famílias de proteínas: a família das PPPs, 
que consiste em PP1, PP2A e PP2B (de phosphoprotein 
phosphatase; fosfoproteína-fosfatases ); e a família das PPMs, 
que consiste em PP2C. As famílias PPP e PPM não são re- 
lacionadas uma com a outra ou com as PTKs. Já considera- 
mos a PP1 com relação ao papel de sua subunidade catalítica, 
PPlc, na desfosforilação das proteínas que regulam o meta- 
bolismo do glicogênio e quanto às funções de suas subunida- 
des-alvo, G M e G L , na ligação da PPlc ao glicogênio no mús- 
culo e fígado (Seção 18.3Cg). De fato, todas as PPlcs estão 
associadas com uma ou duas subunidades regulatórias (R), 
que funcionam na modulação da atividade de suas PPlcs li- 
gadas, direcionando-as para substratos em localizações sub- 
celulares específicas ou modificando sua especificidade ao 


substrato. É a grande variedade dessas subunidades R alta- 
mente não relacionadas que permite que o número limitado 
(1-8) de PPlcs, geneticamente distintas, mas intimamente 
similares (—90% de identidade de sequência), realize suas 
diversas funções em células eucarióticas. 

Estruturas por raios X mostram que cada um dos cen- 
tros catalíticos das PPPs contém um íon Fe 2 " (ou possivel- 
mente um Fe 3+ ) e um íon Zn 2 (ou possivelmente um Mn 2 "'), 
enquanto cada centro catalítico das PPMs contém dois íons 
Mn 2+ . Esses centros binucleares contendo íons metálicos 
ativam nucleofilicamente moléculas de água a desfosforilar 
substratos em uma reação de um único passo. 

e. PP2A é estruturalmente variável e funcionalmente diversa 
A PP2A participa de uma ampla variedade de processos re- 
gulatórios, incluindo aqueles que governam o metabolismo, 
a replicação do DNA, a transcrição e o desenvolvimento. É 
constituída de três subunidades diferentes: 

1. Uma subunidade catalítica de —36 kDa (C), cujo domí- 
nio catalítico N-terminal contém o núcleo catalítico de —280 
resíduos, comum a todos os membros da família PPP. Seu 
domínio regulatório C-terminal contém um sítio de ativação 
para ligação de Ca 2+ -calmodulina, um sítio de inativação 
para fosforilação de Tyr que é alvo de várias PTKs, incluindo 
os receptores de EGF e de insulina, e uma cauda autoinibi- 
tória C-terminal. A subunidade C é altamente conservada de 
leveduras a mamíferos. 

2. Uma subunidade estrutural de —65 kDa (A; também 
chamada PR65) , com a qual a subunidade C está firmemente 
associada dentro da célula. 

3. Uma de quatro subunidades regulatórias diferentes (B, 
B', B" e B9'"), que liga as subunidades A e C, e em maior 
extensão, controla a especificidade ao substrato de PP2A. 

Todas as subunidades de PP2A possuem múltiplas iso- 
formas e variantes de splicing, que são expressas de maneira 
tecido-específica e de acordo com o estágio do desenvolvi- 
mento, gerando uma gama enorme de enzimas que são di- 
recionadas a diferentes fosfoproteínas em sítios subcelulares 
distintos. Essa complexidade é a principal causa do limitado 
entendimento de como a PP2A cumpre suas diversas funções 
celulares, ainda que compreenda somente entre 0,3 e 1 % das 
proteínas celulares e, em conjunto com PP1, é responsável 
por >90% da atividade Ser/Thr fosfatase na maior parte das 
células. 

A estrutura por raio X da subunidade A de PP2A (Fig. 
19.51a), determinada por David Barford, revela uma extra- 
ordinária proteína solenoide constituída de 15 repetições 
sucessivas imperfeitas de uma sequência de 39 resíduos, 
chamada HEAT (porque ela ocorre nas proteínas chama- 
das /funtinina, £F3, subunidade A de PP2A e TOR-1). 
Sucessivas repetições HEAT, em que cada uma consiste em 
duas hélices antiparalelas ligadas por um pequeno elo, empi- 
lham-se uma sobre a outra com suas hélices correspondentes 
quase paralelas, formando uma super-hélice longa, de —100 
A, voltada à direita (hélice de hélices) em forma de gancho. 

A estrutura por raio X por uma holoenzima PP2A (enzi- 
ma completa; Fig. 19.51b), determinada independentemente 
por Yigong Shi e Wenqing Xu, revela, inesperadamente, que 
a sua subunidade regulatória consiste em 8 repetições do tipo 
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(a) 



HEAT uma seguida da outra arranjada como aquela da su- 
bunidade A, apesar da ausência de similaridade de sequên- 
cia. A subuniddade C liga a superfície côncava da subunida- 
de A ao longo de uma crista de cadeias laterais hidrofóbicas 
conservadas abrangendo 11 a 15 repetições HEAT. A subu- 
nidade regulatória similarmente interage com 2 a 8 repeti- 
ções HEAT da subunidade A e também liga a sub unidade C 
por meio de uma crista abrangendo 6 a 8 repetições próprias 
do tipo HEAT. O lado convexo, altamente ácido, da subuni- 
dade regulatória (parte inferior da Fig. 19.51b) é assim deixa- 
do desocupado, o que sugere que ele interage com substratos 
proteicos. A subunidade C é estruturalmente semelhante às 
subunidades catalíticas de PP1 e PP2B. 


FIGURA IS, 51 Estrutura por raios X da proteína-fosfatase 
PP2A. (a) Estrutura de uma subunidade estrutural (A) isolada. 

As repetições HEAT, que estão representadas em cores diferentes, 
consistem em duas hélices antiparalelas ligadas por um pequeno elo. 
Elas empilham-se uma sobre a outra, com as suas hélices correspon- 
dentes quase paralelas, formando uma super-hélice voltada para di- 
reita, de —100 A de extensão (hélice de hélices) em forma de gancho. 
Compare essa estrutura com aquela de uma porção de anquirina hu- 
mana (Fig. 12.39), que também forma um solenoide voltado à direita, 
consistindo em repetições de anquirina. (Cortesia de Bostjan Kobe, St. 
Vincenfs Institute of medicai Research, Fitzroy, Victoria, Australia. 
Estrutura por raios X determinada por David Barford, University of 
Oxford, Reino Unido. PDBid 1B3U.) (b) A estrutura de um heterotrí- 
mero de PP2A observada com a subunidade estrutural orientada apro- 
ximadamente como na Parte a. Aqui, as subunidades estrutural (A; 589 
resíduos) e regulatória (B'; 449 resíduos) estão representadas na forma 
de gancho, cada uma colorida na ordem do arco-íris da extremidade 
N-terminal (azul) para a extremidade C-terminal (vermelho). Além 
disso, a subunidade A está embebida em sua superfície molecular 
transparente. A subunidade catalítica (C; 309 resíduos) (magen ta), está 
representada na forma de fitas. Note a grande semelhança estrutural 
das subunidades A e B'. (Com base na estrutura por raios X elucidada 
por Yigong Shi, Princeton University, EUA. PDBid 2NPP.) 
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f. PP2B é o alvo de fármacos imunossupressores 
A PP2B, também conhecida como calcineurina (CaN), é a 
única dentre as proteínas Ser/Thr-fosfatases que é ativada 
por Ca~ ' . A CaN é um heterodímero composto de uma subu- 
nidade catalítica A (CaN A ) e uma subunidade regulatória B 
(CaNB). A CaN A contém um domínio catalítico N-terminal 
seguido por um domínio de ligação à CaNB, um domínio 
de ligação à calmodulina (CaM) e um segmento C-terminal 
autoinibitório. A CaNB, que possui 35% de identidade de 
sequência com CaM, liga quatro íons Ca 2 ' por meio de seus 
quatro motivos mãos EF (Seção 18.3Ce). A CaN é ativada 
pela ligação de Ca 2 " à CaNB e de Ca 2+ -CaM à CaNA. 

A calcineurina tem um papel essencial na proliferação 
de células T induzida por antígeno. Como discutido na Seção 
35. 2D, a ligação de um peptídeo antigênico a um receptor de 
células T, um receptor associado a tirosina-cinase, inicia uma 
série complexa de eventos de sinalização que envolve as PTK 
da família Src, Lck e Fyn, uma cascata de MAP-cinase e uma 
cascata de fosfoinositídeo (Seção 19.4), que, entre outras coi- 
sas, libera Ca 2 ' no citosol. O Ca 2 ' , por sua vez, ativa a CaN a 
desfosforilar o fator de transcrição NFAT p (/ator nuclear de 
ativação de células T). O NFAT p complexado a CaN é, en- 
tão, transladado para o núcleo, onde, combinado com outros 
fatores de transcrição, induz algumas das etapas iniciais na 
proliferação de células T. 

Como discutido na Seção 9.2B, os produtos fúngicos 
ciclosporina A (Cs A) e FK506 são imunossupressores alta- 
mente efetivos que estão em uso clínico para a prevenção 
de rejeição de órgãos transplantados e para o tratamento 


de doenças autoimunes (processos mediados por células T). 
CsA e FK506 ligam, respectivamente, as peplidil-prolil-c/s- 
-írans-isomerases (rotamases) ciclofilina e proteína ligadora 
de FK506 (FKBP12) , que, por essa razão, são coletivamente 
conhecidas como imunofilinas. No entanto, a observação que 
tanto a CsA como o FK506 (também conhecidos como ta- 
crolimus) são imunossupressores efetivos em concentrações 
muito abaixo daquelas das imunofilinas sugere que é a pre- 
sença dos complexos ciclofilina * CsA e FKBP12 • FK506, em 
vez da inibição da atividade de sua rotamase, que interfere 
com a proliferação de células T. Na verdade, é a ligação de 
qualquer um desses complexos à CaN que previne a desfos- 
forilação de NFAT p , suprimindo a proliferação de células T. 

As estruturas por raios X do complexo FKBP12 * FK506- 
CaN bovino, determinada por Manuel Navia, e do comple- 
xo correspondente em humanos, determinada por Ernest 
Villafranca, revelam como o complexo FKBP12 • FK506 
liga a CaN (Fig. 19.52a). O domínio catalítico da CaNA, com 
seu centro binuclear Fe 2 -Zn 2+ formando seu sítio ativo, 
assemelha-se àqueles de outras proteínas Ser/Thr-fosfatases 
de estrutura conhecida. Uma hélice a de 22 resíduos na ex- 
tremidade C-terminal do domínio fosfatase, que se projeta 
a partir deste domínio em até 40 À, se constitui na maior 
parte do sítio de Ügação à CaNB. Para além dessa hélice, a 
porção C-terminal de CaNA, que contém o sítio de ligação 
à CaM e o segmento autoinibitório, não está visível devido 
a distúrbio. No entanto, na estrutura por raios X da CaN so- 
zinha, o segmento autoinibitório é visto Ügado no sítio ativo 
de CaNA de forma a bloquear o acesso das fosfoproteínas- 



FIGURA 19.52 Calcineurina. (a) Estrutura por raios X de FKBP12. FK506-CaN bovino. A subunidade CaNA está em cor de 
laranja, a subunidade CaNB está em azul, e a FKBP12 está em ciano. O FK506 está representado na forma de bastões com o átomo 
de C em verde, N em azul, e O em vermelho; os íons Fe 2 ' e Zn 2 1 no sítio ativo de CaNA estão, respectivamente, representados es- 
feras vermelha e verde; e os quatro íons Ca 2 ' ligados a CaNB estão representados por esferas verde-claras. (Com base na estrutura 
por raios X elucidada por Manual Navia, Vertex Pharmaceuticals, Cambridge, Massachusetts, EUA. PDBid 1TCO.) ( b ) Estrutura 
por raios X da ciclofilina. CsA-CaN humana. A CaN e seus íons metálicos ligados estão representados e orientados como na Parte 
a, a ciclofilina está em magenta, e a CsA está representada na forma de bastões com o átomo de C em verde, N em azul, e O em 
vermelho. Observar a grande semelhança entre as duas estruturas. (Com base na estrutura por raios X elucidada por Hengming 
Ke, University of North Carolina, Chapei Hill, North Carolina, EUA. PDBid 1M63.) 
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-substrato. A estrutura da CaNB, que possui quatro íons 
Ca 2 ' ligados, assemelha-se àquela da Ca 2+ -CaM complexada 
com um peptídeo-alvo helicoidal (Fig. 18.19), exceto que os 
dois domínios globulares de CaNB estão no mesmo lado do 
peptídeo, em vez de em lados opostos, como estão aqueles 
da Ca 2+ -CaM. Consequentemente, a CaNB forma uma fenda 
contínua, onde se liga a hélice da CaNA. 

FKBP12 • FK506, um inibidor misto de CaN (Seção 
14. 3 C) liga de forma a contatar ambos CaNA e CaNB, com 
a porção de FK506 que se extende a partir do sítio de ligação 
a FKBP12 formando uma parte significativa dessa interface. 
As estruturas de FKBP12 e CaN nesse complexo asseme- 
lham-se muito àquelas nas estruturas por raios X dessas pro- 
teínas sozinhas. Assim, parece que FK506 é responsável por 
um componente crítico desse contato. Entretanto, nenhuma 
parte do complexo FKBP12 • FK506 está dentro dos limites 
de 10 Â do sítio fosfatase de CaN (apesar do segmento autoi- 
nibitório de CaN ter sido deslocado). Isso explica a observa- 
ção que FKBP12 * FK506 inibe fortemente a CaN na desfos- 
forilação de um fosfopeptídeo de 20 resíduos, mas realmente 
aumenta, por um fator de 3, a taxa em que CaN desfosforila 
o substrato muito menor p-nitrofenilfosfato. 

A estrutura por raios X da ciclofilina Cs A- CaN hu- 
mana (Fig. 19.52b), independentemente determinada por 
Hengming Ke e Harrison, é notavelmente semelhante àquela 
de FKBP12 • FK506-CaN apesar do fato de que não exis- 
te semelhança entre ciclofilina • CsA e FKBP12 • FK506. A 
ciclofilina liga-se essencialmente na mesma região de CaNA, 
assim como FKBP12 com CsA formando um componente 
essencial deste contato, desse modo ümitando o acesso do 
sítio ativo de CaN da mesma forma que faz FKBP12 • FK506. 
Todavia, as características das rotamases que aparentemente 
as adaptam para os seus papéis na inibição de CaN permane- 
cem enigmáticas. 


4 A CASCATA DO FOSFOINOSITÍDEO 

Sinais extracelulares frequentemente causam uma elevação 
transitória na [Ca 2 ' J citosólica, que, por sua vez, ativa uma 
grande variedade de enzimas por intermédio da calmodulina 
e seus homólogos. Um aumento na [Ca 2 ] citosólica dispara 
processos celulares tão diversos quanto glicogenólise (Seção 
18.3Ce) e contração muscular (Seção 35. 3C). Qual é a fonte 
desse Ca 2 r e como ele entra no citosol? Em certos tipos de 
células, neurônios (células nervosas; Fig. l.lOd), por exem- 
plo, o Ca 2+ origina-se do fluido extracelular. No entanto, a 
observação que a ausência de Ca" extracelular não inibe 
certos processos mediados por Ca 2 ' levou à descoberta que, 
nesses casos, o Ca 2 citosólico é obtido a partir de reservató- 
rios intracelulares, principalmente do retículo endoplasmáti- 
co (e seu equivalente no músculo, o retículo sarcoplasmáti- 
co). Então, o estímulo extracelular que causa a liberação de 
Ca 2 + deve ser mediado por um sinal intracelular. 

A primeira evidência sobre a natureza desse sinal foi 
obtida de observações que a mobilização de Ca 2r intrace- 
lular e a renovação de fosfatidüinositol-4,5-bifosfato (PIP 2 
ou PtdIns-4,5-P 2 ; Fig. 19.53), que ocorre principalmente na 
membrana plasmática como um componente minoritário 
(<1%) da camada citosólica, estão fortemente relacionadas. 
Essa informação levou Robert Michell a propor, em 1975, 
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FIOURÃ 19.53 Fórmula molecular dos fosfatidilinositídeos. O 

grupo polar desses glicerofosfolipídeos é o wryo-inositol fosfo- 
rilado nas posições 3-, 4-, e/ou 5-. R : é predominantemente a 
cauda hidrocarbônica do ácido esteárico (um ácido graxo 18:0; 
Tabela 12.1) e R 2 é predominantemente a cauda hidrocarbônica 
do ácido araquidônico (um ácido graxo 20:4). 


que a hidrólise de PIP 2 de alguma forma está associada à li- 
beração de Ca 2 ". 

A. Ca , Inositol-trisfosfato e diacilgficerol são segundos 
mensageiros 

Investigações, particularmente por Mabel e Lowell Hokin, 
Michael Berridge e Michell, revelaram que o PIP 2 faz parte 
de um importante sistema de segundo mensageiro, a cascata 
do fosfoinositídeo, que é mediador da transmissão de nume- 
rosos sinais hormonais, incluindo aqueles de vasopressina, 
CRF, TRF (Seção 19. 1H), acetilcolina (neuro transmissor; 
Seção 20.5Cb), adrenalina (com receptores a.-adrenérgicos; 
Seção 19.1F), EGF e PDGF. Surpreendentemente, esse sis- 
tema gera três tipos distintos de segundos mensageiros pela 
seguinte sequência de eventos (Fig. 19.54). 

1-3. A interação ligante-receptor descrita a seguir ativa uma 
fosfolipase C (PLC, de phospholipase C; Seção 19.4B) es- 
pecífica para fosfoinositídeo para hidrolisar PIP 2 a inositol- 
-1,4,5-trifosfato (IP 3 ou Ins-1,4,5-P 3 ) e xR-l,2-diacilglicerol 
(DAG ou DG) 
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(o sistema de numeração estereoespecífica [xn, de stereospe- 
cific numbering ] está descrito na legenda da Fig. 12.3). As 
PLCs catalisam a hidrólise da ligação de um glicerofosfolipí- 
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1 1GURA 19.54 Função de PIP 2 na sinalização intracelular. (1) A interação de um ligante a um receptor de superfície celular, R, 
ativa uma fosfolipase C fosfoinositídeo -específica por intermédio do que é mostrado aqui como (2) uma proteína G (G ; Fig. 19-17), 
mas em muitos casos é um RTK, um NRTK ou possivelmente Ca - '. A fosfolipase C catalisa a hidrólise de PIP 2 a IP 3 e DAG (3). O 
IP 3 hidrosolúvel estimula a liberação de Ca - sequestrado no retículo endoplasmático (4) que, por sua vez, ativa numerosos processos 
celulares por intermédio de calmodulina e seus homólogos (5). O DAG, apoiar, permanece associado à camada interna da membrana 
onde ativa a proteína-cinase Cpara esta fosforilar e dessa forma modular a atividade de várias proteínas celulares (6). Esse último 
processo de ativação também requer a presença do lipídeo de membrana fosfatidilserina (PS) e Ca - . 4fb Ver Figuras animadas 


deo ao seu grupo fosforil, como indicado na Fig. 19.55 (que 
também mostra a atividade de outros tipos de fosfolipases). 
Note que essa reação ocorre na interface entre a fase aquosa 
e a membrana, de modo que tanto o PIP 2 como seu produto 
anfipático de hidrólise, o DAG, permanecem associados à 
membrana durante a reação catalítica. 

4. O IP 3 hidrossolúvel, agindo como um segundo mensa- 
geiro, difunde-se através do citoplasma para o RE, de onde 
ele estimula a liberação de Ca 2 1 ao citoplasma pela ligação, 
e consequente abertura, de um canal iônico transmembrana 
específico de Ca 2 no RE conhecido como receptor de IP 3 
(canais iônicos são discutidos no Capítulo 20) . 

5. O Ca 2+ , por sua vez, estimula vários processos celula- 
res, principamente por intermédio de calmodulina e seus 
homólogos. 

6. O DAG anfipático está obrigado a permanecer na ca- 
mada interna da membrana plasmática, onde, entretanto, 


também age como um segundo mensageiro ativando a pro- 
teína-cinase C (PKC; Seção 19.4C) na presença de Ca e 
fosfatidilserina (PS; que está localizada exclusivamente na 
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FIGURA 19.55 A fosfolipase é nomeada de acordo com a 
ligação que ela cliva no glicerofosfolipídeo. X é um grupo fos- 
foinositol para essa discussão. 
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face citosólica da membrana plasmática). Essa enzima liga- 
da à membrana (na verdade, uma família de enzimas; Seção 
19.4C), por sua vez, fosforila Ser/Thr e consequentemente 
modula a atividade de várias proteínas diferentes, incluindo 
a glicogênio-sintase (Seção 18.3D). O DAG, que predomi- 
nantemente tem um grupo estearoil em sua posição 1 e um 
grupo araquidonoil em sua posição 2, é subsequentemente 
degradado em algumas células pela fosfolipase A 2 citosólica 
(cPLA 2 , de cytosolic phospholipase A 2 ), produzindo araqui- 
donato, o principal substrato para a biossíntese de prosta- 
glandinas, prostaciclinas, tromboxanos, leucotrienos e lipo- 
xinas. Esses hormônios parácrinos, como discutido na Seção 
25.7, são mediadores ou modulam uma ampla variedade de 
funções fisiológicas. 
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B. As fosfolipases C 

Em mamíferos, as PLCs específicas para fosfoinositídeos são 
classificadas em seis famílias, compreendendo 13 isoenzimas 
de acordo com sua sequência e modo de regulação: (3(1—4), 
7(1-2), 8(1, 3, 4), e, ti ( 1-2) e £ (Fig. 19.56; a isoenzima origi- 
nalmente chamada PLC-a é na verdade um fragmento pro- 
teolítico da PLC-ôl), muitas possuem também variantes de 
processamento. Todas essas PLCs requerem a presença de 
íons Ca 2 ' para a atividade enzimática. A isoenzima PLC-8 
(—760 resíduos) consiste em, a partir da extremidade N- para 
a C-terminal, um domínio de homologia a pleckstrina (PH, 
de pleckstrin homology Seção 19. 3 Ce) de —120 resíduos; um 
domínio mão EF de —130 resíduos que contém quatro mo- 
tivos mãos EF (Fig. 18.18); duas regiões conservadas conhe- 
cidas como X e Y, que j untas formam o domínio catalítico 
de —250 resíduos da PLC e que são separadas por um elo 
de —60 resíduos; e um domínio C2 de —120 resíduos, que 
em muitos casos liga Ca 2+ e que ocorre em > 650 proteínas 
que participam sobretudo em transdução de sinal e intera- 
ções com membranas. As isoenzimas de PLC-p (—1.200 re- 
síduos) possuem uma cauda C-terminal adicional de —420 
resíduos, que tem sido implicada na associação à membrana 
e regulação por proteínas G ( ver a seguir). Em contraste, as 
isoenzimas de PLC-y (—1.270 resíduos) contêm uma inser- 
ção de —420 resíduos entre as regiões X e Y constituída de 
um domínio PH adicional dividido por dois domínios SH2, 
envolvidos na ligação a PTKs ativadas (ver a seguir), e um 
domínio SH3. A PLC-e (—2.300 resíduos), que é ativada por 
várias proteínas G relacionadas à Ras, possui um domínio 
RasGEF N-terminal e dois domínios de ligação a Ras (RA) 
C-terminais. A PLC-r] (—1000 resíduos), que ocorre apenas 
em tecido nervoso, contém uma região rica em Ser/Pro (S/P) , 
na porção C-terminal, de função desconhecida. A PLC-£ 
(—650 resíduos), a menor das PLCs e a única que não possui 
um domínio PH, ocorre apenas no esperma. A observação 
que as PLCs em plantas e em eucariotos inferiores, como 
leveduras, são do tipo 8 sugere que as várias isoenzimas de 
PLC em mamíferos evoluíram de uma PLC-8 primordial. 

a. Gq u • GTP, G py , e Rac • GTP Ativam PLC-(3s trazendo-as em 
contato com a membrana 

As PLC- ps são hormonalmente reguladas por certos recepto- 
res acoplados à proteína G (p. ex., aqueles para histamina, va- 
sopressina, TSH, tromboxano A 2 e angiotensina II) por meio 


PLC-Ç 

FIGURA 19.56 Organização dos domínio das seis classes 
PLCs específicas para fosfoinositídeos. 

de suas proteínas G heterotriméricas associadas, como indi- 
cado na Fig. 19.54. Em particular, eles são ativados através 
de sua interação com a subunidade ct da subfamília G q (Seção 
19.2C) complexada com GTP. G q[ , • GTP-yS ativa as isofor- 
mas de PLC- ps na ordem de potência pl > p3 > p2, com a 
posição de p4 indeterminada nesta hierarquia porque ela é 
inibida por GTP-yS. Além disso, um aspecto importante da 
regulação das PLC- ps por G c • GTP é que as PLC-ps agem 
como GAPs aumentando a atividade GTPásica de G qa em 
>50 vezes, dessa forma limitando a função ativadora de G . 

As isoformas de PLC- p são independentemente ativadas 
pelos complexos G p , que podem ser fornecidos pela disso- 
ciação de proteínas G heterotriméricas exceto G G pr Além 
disso, sua ordem de eficácia com G^ difere daquela com G 
* GTP: p3 > p2 > pl, com p4 insensível à presença de G pr 
Embora a concentração de G p necessária para máxima ati- 
vação das PLC-ps seja muito maior do que a de G qa • GTP, a 
extensão final da ativação é similar. Os sítios de PLC-p2 que 
interagem com G p são os domínios PH e um segmento de 10 
resíduos próximo ao N-terminal da sua região Y. A região 
de G„ que interage com PLC-ps sobrepõe a região por meio 
da qual ela liga as sub unidades G a , dessa forma explicando 
porque G Py não pode ligar simultaneamente uma PLC-p e 
uma G q • GDP. 

A pequena proteína G da família Rho chamada Racl, 
em complexo com GTP, ativa PLC-p2, -p3, e -y2. A estru- 
tura por raios X de um complexo da PLC- p2 sem sua cauda 
C-terminal (mas ainda cataliticamente ativa in vitro ) com 
Racl * GTP-yS foi determinada por John Sondek. Ela revela 
(Fig. 19.57) que os quatro domínios restantes de PLC-p2 es- 
tão ligados por segmentos polipeptídicos estendidos que for- 
mam interações fortes com esses domínios. Os motivos mãos 
EF 1 e 2 formam um lóbulo que está intimamente sobreposto 
aos lóbulos N- e C-terminais da calmodulina (Figs. 18.17 e 
18.19), como fazem os motivos mãos EF 3 e 4. Apesar de os 
motivos mãos EF estarem geralmente associados a íons Ca 2 ' , 
os resíduos necessários para essa ligação são fracamente con- 
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FIGURA 19.57 Estrutura por raios X da PLC-J32, sem sua cau- 
da C-terminal, complexada com Racl * GTPyS. O domínio de 
homologia a pleckstrina (PH) da PLC-p2 está em azul, o domí- 
nio em mão EF (EF) está em cor de laranja, o barril TIM(a/[3) 
está em vermelho e o domínio C2 está em amarelo. A Racl está 
em verde com as regiões Comutadoras (Swl e Sw2) em verme- 
lho e seu GTP7S ligado representado na forma de bastões em 
ciano. (a) Vista em direção a superfície citosólica da membrana. 
(6) Vista em relação a um ângulo de 90° do eixo horizontal da 
Parte a. O grupo geranilgeranil na extremidade C-terminal de 
Racl e o substrato PIP 2 (bastões pretos) estão mostrados como 
sítios de inserção à membrana. Note que as três alças do barril 
TIM, que formam uma crista hidrofóbica, estão inseridos na 
membrana. (Cortesia de John Sondek, University of North 
Carolina School of Medicine, EUA. PDBid 2FJU.) 

servados nas PLCs. Assim, apesar de mutações nesse domí- 
nio serem deletérias para a atividade catalítica das PLCs, sua 
função não está clara. 

As regiões X e Y do domínio catalítico da PLC- [32 for- 
mam um TIM (ou barril a/(3; Seção 8.3B). A região X con- 
tribui com um motivo papapap típico para formar aproxi- 
madamente metade do barril, e a região Y contribui com o 
restante. A parte visível do peptídeo, parcialmente desorde- 
nado, de 70 resíduos que une as regiões X e Y obstrui o sítio 
ativo da enzima, que, como é o caso para todas as enzimas 
barril TIM, está localizada na boca do barril na extremidade 
C-terminal de sua folha p. A deleção do elo X-Y aparente- 
mente autoinibitório aumenta a atividade fosfolipásica da 
enzima em —10 vezes, embora ela ainda possa ser mais ati- 
vada por várias proteínas G. Apesar da ligação X-Y de mui- 
tas PLCs compartilharem pequena identidade de sequência, 
todas elas contêm aglomerações de resíduos negativamente 


carregados. Isso sugere que quando a PLC aproxima-se da 
face citosólica negativamente carregada da membrana, seu 
elo X-Y é eletrostaticamente repelido do sítio ativo da PLC, 
dessa forma permitindo o acesso dessas enzimas aos seus 
substratos, como PIP 2 , ligados à membrana. 

Todas as PLCs requerem um íon Ca 2 1 ligado para ativi- 
dade catalítica. A constelação dos resíduos do sítio ativo na 
estrutura de PLC- [32 é rigorosamente semelhante àquela da 
estrutura por raios X da PLC-ôl complexada com IP 3 e com 
íon Ca 2+ . Nessa última estrutura, um Ca 2+ está coordenado 
por seis ligações na base do sítio ativo, sendo um dos seus 
ligantes o grupo 2-hidroxila de IP 3 e os demais as cadeias la- 
terais altamente conservadas de Asp, Glu e Asn. Portanto, 
postula-se que a reação catalítica ocorra por um mecanismo 
análogo àquele da hidrólise de RNA catalisada pela RNase 
A (Fig. 15.3), em que o grupo 2-hidroxila de PIP 2 faz um 
ataque nucleofüico ao grupo fosfato-1 vizinho para formar 
DAG e um intermediário fosfodiéster cíclico, que é subse- 
quentemente hidrolisado para formar IP 3 . O íon Ca 2+ (em 
vez da cadeia lateral de uma His, como na RNase A) está 
apropriadamente posicionado para promover a desprotona- 
ção do grupo 2-hidroxila, de modo a aumentar sua capaci- 
dade nucleofílica e subsequentemente aj udar a estabilizar a 
carga negativa em desenvolvimento do fósforo pentavalente 
no estado de transição da reação catalítica (Fig. 16.66). Isso 
explica por que o 2-desoxi-PIP 2 não é hidrolisado por PLCs 
específicas para fosfoinositídeo de mamíferos. 

Racl • GTPyS liga-se ao domínio PH da PLC- [32 exclu- 
sivamente por meio das regiões comutadoras de Racl (Fig. 
19.57), o que explica porque Racl - GDP não liga PLC- [32. 
No entanto, a comparação da estrutura por raios X da 
PLC- [32 sozinha com aquela de seu complexo com Racl * 
GTPyS indica que a ligação de Racl • GTPyS não altera a 
conformação de PLC- [32. Como, então, Racl • GTP7S ati- 
va PLC- [32? A maior parte dos domínios PH liga fosfoino- 
sitídeos associados à membrana (ver a seguir), mas aqueles 
da PLC- [32 e [33 não possuem os resíduos necessários para 
isso. Em vez disso, geranilgeranil na extremidade C-terminal 
de Racl a ancora à membrana (Seção 12.3Ba), localizando 
PLC- [32 e provavelmente PLC- [33 na face citosólica da mem- 
brana plasmática (Fig. 19.576), onde elas podem hidrolisar 
de maneira eficiente os fosfoinositídeos. Semelhantemente, 
G C|Q * GTP e G|3y ancorados à membrana servem para locali- 
zar PLC- [32 à membrana. 

O domínio C2, consiste em um sanduíche de duas folhas 
[3 antiparalelas de 4 fitas cada, com alças intercadeias variá- 
veis. A estrutura por raios X de PLC-81 complexada com 
lantânio, um análogo de cálcio, revelou que o domínio C2 
contém três sítios de ligação a íons Ca 2 r muito próximos um 
do outro. Todos esses íons metálicos permanecem em uma 
estreita fenda em uma extremidade do sanduíche (3, onde 
eles estão expostos na superfície da enzima. Então, parece 
provável que, in vivo, eles associam-se a grupos polares ani- 
ônicos, como os de PS, na superfície da membrana. Uma vez 
que a extensa interface entre o domínio C2 e o domínio cata- 
lítico parece ser rígida, essa interação provavelmente auxilia 
na ligação do domínio catalítico à membrana de forma que 
ele possa interagir produtivamente com moléculas de PIP,. 
Essa associação parece ser suplementada pela interação de 
uma saliência hidrofóbica, formada por três alças, de um 
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lado da abertura do sítio ativo, que supostamente penetra na 
região apoiar da membrana durante a catálise (Fig. 19.57b). 
Isso explicaria como a enzima pode catalisar a hidrólise de 
P 1 P 2 a DAG e IP, enquanto PIP 2 e DAG permanecem asso- 
ciados com a membrana. 

A cauda C-terminal, que é única para as isoformas 
PLC-p (Fig. 19.56) tem sido implicada, por meio de estudos 
de enzimas truncadas, na ligação de G • GTP. A estrutu- 
ra por raios X desse segmento de —420 resíduos revela que 
ele consiste quase inteiramente em três longas hélices que 
formam uma espiral enrolada que dimeriza ao longo de seu 
eixo longitudinal. Ele contém um grande número de resíduos 
básicos que estão aglomerados em uma face do dímero e cuja 
mutação resulta em respostas reduzidas a G qa * GTP. Essa 
superfície positivamente carregada é provável que intera- 
ja com fosfolipídeos ácidos, assim como recrute sua PLC-p 
anexada à membrana. Portanto, parece que a ativação das 
PL C-ps é quase inteiramente o resultado da sua associação 
íntima com a membrana negativamente carregada. 

b. 0 domínio de homologia a pleckstrina amarra PLC-81 à 
membrana 

A estrutura por raios X do domínio PH N-terminal da 
PLC-81 complexada com IP 3 , determinada por Joseph 
Schlessinger e Sigler, revela que o I P 3 se liga a uma superfície 
positivamente carregada da proteína (Fig. 19.58). Isso é coe- 
rente com a sugestão que o domínio PH serviria de âncora 
j unto à membrana, sugestão que é reforçada pela observação 
que este domínio PH liga PIP 2 com afinidade muito maior 
(K d = 1,7 i^M) do que o domínio catalítico de PLC-81 (K D 
> 0,1 mM). Uma vez que o segmento peptídico que liga o 
domínio PH ao resto da enzima provavelmente é flexível, 
parece que o domínio PH em PLC-81 atua para amarrar a 
enzima à membrana. Isso explica as medidas cinéticas que 
indicam que a enzima catalisa múltiplos ciclos de hidrólise de 
PIP 2 sem se liberar da membrana. 

Apesar disso, o modo em que as isoenzimas PLC -8 são 
reguladas é insuficientemente entendido. A maior sensibili- 
dade das isoenzimas PLC -8 ao íon Ca 2 comparado àquelas 
de outras PLCs sugere que as isoenzimas PLC -8 são regula- 
das por variações na [Ca 2 ! ] intracelular. Assim, a ativação 
das isoenzimas PLC -8 pode ocorrer secundariamente à ati- 
vação mediada por receptor de outras isoenzimas PLC por 
meio da indução da abertura dos canais de Ca 2 ! (Fig. 19.54). 

c. Proteínas tírosinas-cinases recrutam isoenzimas PLC-y 
para a membrana. 

Em vários tipos celulares, as isoenzimas de PLC -7 são ati- 
vadas por certos fatores de crescimento proteicos, incluindo 
EGF, PDGF, FGF e NGF. Esses fatores de crescimento cau- 
sam a autofosforilação de seus receptores correspondentes, 
que são RTKs (Seção 19.3 A), em resíduos específicos de 
Tyr. Alguns desses sítios de fosfoTyr são ligados, de acor- 
do com estudos mutacionais, especificamente pelo domínio 
SH2 N-terminal (N-SH2) da PLC- 7 I (Figs. 19.56 e 19.27a), 
mas não por seu domínio C-SH2. O domínio N-SH2 liga 
peptídeos contendo um resíduo de fosfoTyr seguido por 
pelo menos 5 resíduos predominantemente hidrofóbicos, ao 
contrário do domínio SH2 de Src, que liga preferencialmente 
peptídeos contendo pYEEI (Seção 19.3Cb). 



FIGURA 19.5S Estrutura por raios X do domínio de homolo- 
gia a pleckstrina da PLC-81 complexada com PIP 3 . A cadeia 
peptídica está representada na forma de fitas, colorida na 
ordem do arco-íris, da extramidade N-terminal ( azul) a extre- 
midade C-terminal (vermelho). O PIP 3 está mostrado na forma 
de bastões, com o átomo de C em verde, O em vermelho e P 
em cor de laranja. O domínio PH consiste basicamente em um 
sanduíche de (3 barril de 7 fitas antiparalelas e uma a-hélice C- 
-terminal comuns a vários domínios PH de estrutura conhecida. 
(Com base na estrutura por raios X determinada por Joseph 
Schlessinger, New York University Medicai Center, e Paul Si- 
gler, Yale University EUA. PDBid 1MAI.) 


Os receptores ativados dos quatro fatores de crescimen- 
to anteriores fosforilam PLC-yl nos mesmos três resíduos 
de Tyr, 771, 783 (localizado entre os domínios SH2 e SH3) e 
1254 (localizado na cauda C-terminal). Na verdade, a muta- 
ção da T yr 783 para Phe bloqueia completamente a ativação 
da PLC-yl por PDGF, apesar deste mutante de PLC-yl ain- 
da se associar com o receptor de PDGF. Da mesma maneira, 
a mutação de certos sítios de autofosforilação (p. ex. , a Tyr 
1021 do receptor de PDGF) nos RTKs interrompe a ligação 
e a consequente ativação, de PLC-yl, ainda que esses recep- 
tores mutados catalisem a fosforilação de Tyr dependente 
do fator de crescimento em PLC-yl em níveis detectãveis. 
Evidentemente, a ativação de PLC-yl induzida por fator de 
crescimento necessita da fosforilação da Tyr em PLC-yl e 
de sua associação com o receptor do fator de crescimento, 
sendo que este último evento, presumivelmente, traz PLC-yl 
em contato com seu substrato PIP 2 , na camada citosólica da 
membrana plasmática. As isoenzimas de PLC-y também 
podem ser ativadas por proteínas tirosina-cinases não recep- 
toras, como por exemplo membros das famílias Src e JAK 
(todas associadas à membrana) , que são ativadas por recep- 
tores associados a tirosina-cinase (Seção 19.3E). A função do 
domínio SH3 de PLC-y não está clara. 
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d. A PLC-e é ativada por Ras * GTP 

A presença de domínios RasGEF e de ligação à Ras (RA) na 
PLC-e sugere que a PLC-e seja ativada por Ras * GTP. De 
fato, é este o caso, conforme indica a observação que PLC-e 
liga Ras • GTP com alta afinidade, mas não liga Ras • GDP. 
Uma vez que Ras está ancorada à membrana, essa interação 
aproxima PLC-e da membrana, como visto com a ativação de 
Racl • GTP de PLC-32 (Seção 19.4Ba). Embora a ativação 
de Ras induzida por fator de crescimento cesse após a hidró- 
lise de seu GTP a GDP, a Ras • GDP resultante pode ser 
rapidamente convertida a Ras * GTP pelo domínio RasGEF 
da PLC-e, prolongando a ativação da PLC-e mediada pelo 
receptor. A PLC-e também pode ser ativada por G 12c( . 

C. As proteínas-cinases C 

Proteína-cinase C (PKC), um membro da família AGC de 
proteínas-cinases (AGC de PKA, PKG e PKC), é a proteína 
Ser/Thr-cinase que transduz os numerosos sinais mediados 
pela liberação de DAG (Fig. 19.54). Em mamíferos elas com- 
preendem uma família de dez isoenzimas monoméricas de 
—700 resíduos, classificadas em três subfamílias: as PKCs 
“convencionais” (a, (31, pll e y, em que fJI e pll são variantes 
de processamento do mesmo gene); as PKCs “novas” (ô, e, T| 
e 0); e as PKCs “atípicas” (£ e i (humano )/\(camundongo). 
As PKCs convencionais, que são ativadas por DAG e Ca 2+ , 
consistem em um pseudossubstrato N-terminal autoinibitó- 
rio (que assemelha-se ao peptídeo alvo da enzima, mas com o 
sítio de fosforilação Ser/Thr substituído por Ala) seguido por 
quatro domínios conservados, Cl a C4 (Cl para região con- 
servada 1 da PKC, etc.). O domínio Cl de ligação a DAG, 
que ocorre em >50 outras proteínas, incluindo Raf (esta não 
liga DAG), consiste em dois motivos em sequência, de —50 
resíduos, ricos em Cys, CIA e C1B. No entanto, apenas C1B 
liga DAG. C2, que frequentemente liga íon Ca 2 ", também 
é um componente da PLC (Fig. 19.57) e de numerosas ou- 
tras proteínas de sinalização, C3 e C4 formam os lóbulos N- e 
C-terminais da proteína-cinase, que é similar em sequência 
e estrutura à subunidade catalítica da PKA (Fig. 18.15). A 
proteína-cinase é mantida em seu estado inativo pela Ügação 
do pseudossubstrato (como na MLCK; Seção 18.3Ce). As 
PKCs novas, que são ativadas por DAG, mas não por Ca z ! , 
assemelham-se às PKCs convencionais, exceto pelo fato que 
seus domínios C2 não ligam Ca 2+ . As PKCs atípicas, que não 
são responsivas a DAG ou Ca 2 1 , possuem apenas um motivo 
rico em Cys em seus domínios Cl e carecem de domínios C2. 

Além de suas propriedades regulatórias diferentes, as 
várias PKCs estão localizadas em diferentes compartimen- 
tos subcelulares (p. ex., membrana plasmática, membrana 
nuclear, retículo endoplasmático, aparelho de Golgi, mito- 
côndria) de forma que varia com o tipo celular e estímulo 
externo. Essa especificidade é fornecida tanto por sequên- 
cias de direcionamento na PKC assim como por proteínas 
estruturais que posicionam as PKCs individuais em mi- 
crodomínios específicos de membranas em íntima proxi- 
midade com seus substratos e proteínas regulatórias. Por 
exemplo, os membros de uma família de proteínas associa- 
das à membrana conhecidas como RACKs (de receptors of 
activated C-kinases; receptores de cinases C ativadas) cada 
uma ancora uma PKC ativada específica em uma localiza- 
ção subcelular particular. 


a. Os domínios Cl e C2 ancoram PKC na membrana 
plasmática 

Ésteres de forbol, como o 12-0-miristoilforbol-13-acetato 


o 



12-O-Miristoilforbol- 13-acetato 


(que ocorre no óleo de sementes de crotão e foi usado como 
um purgativo forte na medicina popular), são ativadores 
potentes da PKC; eles assemelham-se estruturalmente ao 
DAG, mas ligam PKC com afinidade —250 vezes maior. 
Consequentemente, os ésteres de forbol são os mais efeti- 
vos promotores de tumor, substâncias que não são carcino- 
gênicas por si só, mas aumentam a potência de carcinóge- 
nos conhecidos. Eles aumentam a potência de carcinógenos 
por inibirem a apoptose, (morte celular programada; Seção 
34 .4E) e estimulam a proliferação de células pré-cancerosas 
(células com algumas das mutações que as fazem cancerosas, 
mas que reduzem a sensibilidade da célula a sinais apoptóti- 
cos e aumentam a sensibilidade a sinais proliferativos), assim 
como estimulam processos metabólicos que geram agentes 
carcinogênicos (p. ex., radicais livres). Isso aumenta a pro- 
babilidade de que tal célula completará sua transformação 
maligna. Não é surpreendente, portanto que, a atividade al- 
terada de PKC estej a associada com vários tipos de cânceres. 

A estrutura por raios X do motivo C1B da PKC-8 com- 
plexado com 12-0-miristoilforbol-13-acetato, determina- 
da por Hurley, revela que este motivo de 50 resíduos é, em 
grande parte, unido por dois íons Zn 2 ", cada um ligado te- 
traedricamente pelas cadeias laterais de uma His e três Cys 
(Fig. 19.59). O éster de forbol liga em um sulco estreito en- 
tre duas alças constituídas principalmente de resíduos apo- 
iares. Já que ésteres de forbol também são apoiares, todo 
o terço superior do complexo, conforme mostrado na Fig. 
19.59, forma uma superfície hidrofóbica altamente conserva- 
da. Pouquíssimas proteínas solúveis possuem uma fração tão 
grande de sua superfície formada por uma região apoiar con- 
tínua. Além disso, a terça parte central da superfície da pro- 
teína, abaixo da região apoiar, forma um cinturão de cargas 
positivas ao redor da proteína. Isso sugere que, in vivo, a por- 
ção hidrofóbica do complexo está inserida na região apoiar da 
membrana, de forma que o cinturão positivamente carregado 
interage com os grupos polares negativamente carregados da 
membrana. Essa hipótese é apoiada por medidas de RM que 
indicam que os resíduos na porção de interação ao ligante de 
C1B interagem com Üpídeos. O grupo acil-graxo que é esterifi- 
cado na posição 12 do forbol em promotores de tumor efetivos, 
presumivelmente extende-se para dentro da membrana para 
ajudar a ancorar o domínio Cl na membrana. 

A comparação dessa estrutura com aquela de C1B so- 
zinho indica que C1B não sofre significativas mudanças es- 
truturais quando ligado ao éster de forbol. Evidentemente, 
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FIGURA 19.59 Estrutura por raio X do motivo C1B da 
PKCô, complexada com 12-D-miristoilforboI-13-acetato. A 

proteína liga tetraedricamente dois íons Zn i! ( esferas ciano), 
cada um pelas cadeias laterais de uma His e três Cys. Essas ca- 
deias laterais e o 12-0-miristoilforbol-13-acetato ligado estão 
mostradas na forma de esferas e bastões, com o átomo de C em 
verde, N em azul, O em vermelho, e S em amarelo. Os domí- 
nios C1B das PKCa e 7 possuem estruturas semelhantes. [Com 
base na estrutura por raio X determinada por James Hurley, 
NIH, EUA. PDBid 1PTR.] 

ésteres de forbol, e provavelmente DAG, ativam PKC por 
ancorá-la à membrana, em vez de por um mecanismo alos- 
térico. O domínio C2, como visto para PLC (Seção 19.4Ba), 
também o faz por meio da ligação mediada por Ca 2 ! a gru- 
pos polares de PSs presentes na membrana. Essas interações 
são sinérgicas, já que, quanto maior a concentração de Ca 2+ , 
menores concentrações de éster de forbol e de DAG são ne- 
cessárias para ativar PKC e vice-versa. Entretanto, tanto o 
domínio Cl como o C2 devem estar ancorados à membrana 
para ativar a proteína-cinase, pois nesta conformação ocorre 
a remoção do pseudossubstrato N-terminal do sítio ativo da 
proteína-cinase. 

b. A ativação de PKC é Iniciada por fosforilação 
A ativação de todas as PKCs de mamíferos, exceto as PKCs 
atípicas, é acompanhada pela fosforilação de três resíduos 
de Ser ou Thr conservados. Um desses resíduos (Thr 500 na 
PKC 011) está na alça de ativação da proteína-cinase, en- 
quanto os dois restantes estão no seu segmento C-terminal 
(Thr 641 e Ser 660 dos 673 resíduos da PKC 011). Nas PKCs 
atípicas, o último resíduo de Ser/Thr é substituído por um 



resíduo de Glu mimetizando fosfato. A sequência de even- 
tos que ativam as PKCs, elucidada por Alexandra Newton, 
acontece como a seguir (Fig. 19.60): 



desligado 

FIGURA 19.60 Ativação de PKC. (1) A PKC recém-sintetizada é fosforilada em sua alça de ativaçao (aqui representada por Thr 
500 da PKC 011; esferas amarelas ) por uma proteína-cinase-1 dependente de fosfoinositídeo (PDK1), que está amarrada à membra- 
na através de seu domínio de homologia a pleckstrina (PH) na extremidade C-terminal. (2) A PKC agora cataliticamente competen- 
te autofosforila dois sítios em seu segmento C-terminal (aqui representados por Thr641 e Ser660 de PKC0I1). No entanto o segmen- 
to pseudossubstrato N-terminal liga o sítio ativo da PKC, de forma que a enzima permanece inativa. (3) Quando o domínio Cl da 
PKC liga-se a DAG ancorado à membrana (produto de sinais extracelulares que induzem a hidrólise de fosfoinositídeo) juntamente 
com a ligação mediada por Ca 2 1 do domínio C2 a fosfatidilserina (PS) na membrana, o pseudossubstrato é ejetado do sítio ativo da 
PKC, dessa forma gerando a enzima ativa. (De acordo com a representação de Toker, A. e Newton, A.C., Cell 103, 187 [2000].) 
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1. PKC recém-sintetizada liga-se à membrana (ou possivel- 
mente ao citoesqueleto subjacente), onde a proteína-cinase-1 
dependente de fosfoinositídeo (PDK1, de phosphoinositide- 
-dependent protein kinase-1 ) fosforila sua alça de ativação (na 
Thr 500 na PKC pll). Postula-se que a carga negativa resul- 
tante na alça de ativação alinhe adequadamente os resíduos 
do sítio ativo de PKC para a catálise, como visto para PKA 
(Seção 18.3Cb; a alça de ativação de PKA também é fosfori- 
lada pela PDK1). Na verdade, a substituição mutagênica da 
Thr da alça de ativação da PKCa por um resíduo neutro não 
fosforilável gera uma enzima não ativãvel, enquanto a subs- 
tituição por Glu gera uma enzima que requer apenas DAG e 
Ca 2+ para a ativação. 

2. A PKC cataliticamente competente rapidamente auto- 
fosforila seus outros dois sítios de fosforilação. A autofosfo- 
rilação da Thr 641 parece trancar a PKC na sua conformação 
ativa, como sugere a observação que, na PKC pll fosforilada 
apenas na Thr 500 e Thr 641, a desfosforilação seletiva da 
Thr 500 fornece uma enzima ativa. A autofosforilação do ter- 
ceiro sítio de fosforilação está relacionada com a liberação da 
PKC ao citosol, onde a PKC é mantida em seu estado inativo 
pela ligação do seu pseudossubstrato ao seu sítio ativo. 

3. Essa autoinibição é aliviada, como descrito anteriormen- 
te, quando a PKC liga-se novamente à membrana pela liga- 
ção de DAG ao seu domínio Cl e da ligação mediada por 
Ca 2+ de seu domínio C2 a PS. 

A atividade da PKC é regulada pela proteína-fosfatase 
PHLPP (de PH ãomains leucine-rich repeat protein phos- 
phatase ), que desfosforila especificamente sua Thr 641. 
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FS JURA 19.61 Fluxograma das reações de síntese dos fos- 
foinositídeos em células de mamíferos. Ptdlns, PtdIns-4-P e 
Ptdlns-4,5~P 2 (PIP 2 ) estão escritos em negrito para indicar sua 
abundância. Juntos eles compreendem -90% do total de fosfoi- 
nositídeos das células. PtdIns-3-P e PtdIns-5-P compreendem, 
cada um, 2-5% do total, enquanto os níveis de PtdIns-3„4-F , e 
Ptdl us-3,4,5-P 3 (PIP 3 ) são fracamente detectáveis em células 
quiescentes, mas se elevam para 1 a 3% do total em células esti- 
muladas. PtdIns-3,5-P 2 compreendem ~2% dos fosfoinositídeos 
em fibroblastos. (De acordo com Fruman, D.A., Meyers, R.E. e 
Cantley, L.C., Annu. Rev. Biochem. 67, 501 [1998].) 


D. As fosfoinositídeo-3-cinases 

O grupo inositol do fosfatidilinositol possui 5 grupos hidroxi- 
la livres que podem ser fosforilados (Fig. 19.53). No entanto, 
sabe-se que apenas suas posições 3, 4 e 5 são fosforiladas in 
vivo, sendo que essas fosforilações ocorrem em todas as sete 
combinações possíveis (Fig. 19.61) e cada uma dessas combi- 
nações participa em sinalização. Além da membana plasmá- 
tica, eles ocorrem nas membranas do RE, Golgi e endosso- 
mo, embora com diferentes distribuições em cada um desses 
compartimentos subcelulares. 

As fosforilações desses vários fosfoinositídeos são cata- 
lisadas por enzimas dependentes de ATP conhecidas como 
fosfoinositídeo -3-cinases (PI3Ks), fosfoinositídeo-4-cinases 
(PIP4Ks) e fosfoinositídeo-5-cinases (PIP5Ks). Seus vários 
produtos agem como segundos mensageiros recrutando as 
proteínas que os ligam à superfície citosólica da membrana 
plasmática (ver a seguir) . A consequente co-localização das 
enzimas e substratos resulta em atividade de sinalização adi- 
cional, que controla funções vitais, como, por exemplo, so- 
brevivência celular, proliferação, rearranjo do citoesqueleto, 
endocitose e tráfego de vesículas. 

As PI3Ks são as fosfoinositídeo -cinases melhor compre- 
edidas atualmente. Assim, nesta subseção serão discutidos 
as PI3Ks e seus produtos como um paradigma de todas as 
fosfoinosítideo-cinases e os sinais produzidos por elas. 

a. As PI3Ks Possuem três classes 

As PI3Ks de mamíferos são divididas em três classes de acor- 
do com suas estruturas (Fig. 19.62), especificidade a substra- 
tos e modos de regulação: 

1. As PBKs da Classe I são enzimas heterodiméricas re- 
guladas por receptor que fosforilam preferencialmente PIP 2 
(alternativamente, PtdIns-4,5-P 2 ). A subunidade catalítica, 
de —1.070 resíduos, interage com Ras • GTP por meio de 
um domínio de ligação a Ras (RB D, de Ras-binding domain) 
próximo de sua extremidade N-terminal. A subunidade regu- 
latória é uma proteína adaptadora que conecta a subunidade 
catalítica a eventos de sinalização a montante, originando 
duas subclasses de acordo com o tipo de efetor a montante 
com o qual as subunidades regulatórias interagem: 

(a) As PI3Ks da classe IA (PI3Ka, [3 e 8) são ativadas por 
RTK por intermédio da subunidade adaptadora p85 (dos 
quais existem sete isoformas), que contém os domínios SH2 e 
SH3 e podem ser fosforiladas em cadeias laterais de Tyr espe- 
cíficas. O gene que codifica PI3Ka é um dos dois oncogenes 
mais frequentemente mutados em cânceres humanos, dessa 
forma indicando o papel regulatório central dessa enzima. 


Classe I 


RBD Domínio Domínio Domínio 

C2 helicoidal cinase 



Classe II 




Classe III 



FIGURA 19.62 Organização dos domínios das três classes de 

PI3Ks. (De acordo com Walker, E.H., Persic, O., Ried, C., Ste- 
phens, L. e Williams, R.L., Nature 402, 314 [1999].) 
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Várias das mutações mais comuns em oncogenes resultam em 
aumento da atividade enzimática por alterar as interações en- 
tre seu domínio cinase e seus domínios regulatórios ou p85. 

(b) A PI3K da classe IB, que tem PI3Ky como seu único 
membro, é ativada por dímeros G» de proteínas G hetero- 
triméricas, com sua subunidade adaptadora plOl tornando-a 
muito mais sensível a G pr 

2. As PI3Ks da classe II (PI3K-C2a, |3 e y) são monôme- 
ros, de —1.650 resíduos, caracterizados por um domínio C2 
C-terminal que não liga Ca 2+ . Elas fosforilam preferencial- 
mente Ptdlns e PtdIns-4-P. Já que elas não possuem adapta- 
dores, a forma que as PI3Ks de classe II são controladas não 
é conhecida. 

3. A PI3K da classe III, que possui uma isoforma conhe- 
cida, fosforila apenas Ptdlns. É um heterodímero com uma 
subunidade catalítica com 887 resíduos e uma subunidade 
adaptadora conhecida como pl50. A PI3K da classe III é 
ativa constitutivamente, ou seja, não é regulada e por isso 
considera-se que sej a o principal provedor de PtdIns-3-P da 
célula, cujo nível permanece essencialmente inalterado sob 
estimulação celular. Acredita-se que elas sej am os antecesso- 
res evolucionários das outras classes porque é a única classe 
de PI3K encontrada em leveduras. 

Além das atividades de lipídeo-cinases, todas as PI3Ks apre- 
sentam atividade Ser/Thr-cinase, embora o significado fisio- 
lógico dessa dupla especificidade não esteja claro. 

b. A PI3Ky é uma proteína muftldomínío 

A estrutura por raios X de PI3Ky • ATP, em que faltam os 
143 resíduos N-terminais da PI3Ky (que são importantes 


para a interação com o adaptador plOl; a porção análoga 
de PI3Ka interage com seu adaptador p85), foi determina- 
da por Roger Williams. Ela revela que seus domínios RBD, 
C2 e helicoidal formam uma camada relativamente compac- 
ta que se empilha sobre a região “dorsal” do domínio cina- 
se (Fig. 19.63). Como esperado, o domínio cinase é, assim 
como ocorre nas proteínas-cinases, bilobular, com seu lóbulo 
N consistindo em uma folha p de cinco fitas e seu lóbulo C 
sendo predominantemente helicoidal. No entanto, também 
existem diferenças importantes entre esses domínios cinases, 
como pode ser visto comparando o domínio catalítico na Fig. 
19.63 com aquele da Fig. 19.28a, por exemplo. 

O domínio RBD da PI3Ky possui o mesmo dobramento 
de RafRBD (Fig. 19.41). De fato, na estrutura por raios X 
de PI3Ky-Ras • GMPPNP (Fig. 19.64), também determinada 
por Williams, o RBD de PI3K interage com Ras formando 
uma folha p central da mesma maneira como RafRBD o faz 
com o homólogo de Ras, RaplA (Fig. 19.41). No entanto, a 
ligação entre Ras e PDK7 apresenta uma rotação de 35° em 
relação à ligação entre RaplA e RafRBD. Os contatos entre 
a região do Comutador I de Ras e a PI3K7 estabilizam essa 
interação e asseguram sua dependência de Ras • GTP. Esse 
complexo também contém contatos intermoleculares envol- 
vendo a região do Comutador II de Ras. Essa interação tinha 
sido previamente observada apenas entre Ras e seus efetores 
a montante. Comparações da estrutura do complexo PI3Ky- 
Ras com aquela de PI3Ky * ATP (Fig. 19.63) indicam que 
a ligação de Ras induz o lóbulo C do domínio catalítico da 
PBK7 a girar em torno do eixo em relação a seu lóbulo N de 
forma que altera substancialmente o suposto bolso de liga- 
ção do grupo polar do fosfoinositídeo. Presumivelmente, isso 



FIGURA 19.63 Estrutura por raios X de PDKy • ATP. A pro- 
teína está representada na forma de fitas com seu domínio de 
ligação a Ras (RBD) em verde, seu domínio C2 em magenta, seu 
domínio helicoidal em cor de laranja, os lóbulos N- e C-terminais 
de seu domínio cinase em cor-de-rosa e ciano e os segmentos inter- 
domínios em cinza. O ATP está representado na forma de volume 
atômico com os átomos de C em verde, N em azul, O em vermelho, 
e P em amarelo. A proteína está orientada de forma que seu domí- 
nio cinase é visto da forma padrão. A proteína parece fragmentada 
porque vários de seus segmentos estão desordenados, incluindo 
grande parte da alça de ativação da cinase. (Com base na estrutura 
por raios X determinada por Roger Wiolliams, MRC Laboratory 
of Molecular Biology, Cambridge, Reino Unido PDBid 1E8X.) 



FIGURA 19.64 Estrutura por raios X de PI3Ky-Ras * 

GMPPNP. Aqui, estão representados apenas o domínio RBD 
da PBK7 (verde) e a Ras • GMPPNP (< amarelo-ouro ), com as 
regiões Comutadoras I e II da Ras em magenta e ciano e seu 
GMPPNP ligado mostrado na forma de volume atômico (com 
os átomos de C em verde, N em azul, O em vermelho e P em 
amarelo). A vista, similar à da Fig. 19-41, está relacionada 
àquela da Fig. 19-63 girando -40° no sentido horário em rela- 
ção ao seu eixo vertical e depois girando 180° em relação ao 
eixo perpendicular à página. (Com base na estrutura por raios 
X determinada por Roger Williams, MRC Laboratory of Mole- 
cular Biology, Cambridge, Grã-Bretanha, PDBid 1HE8.) 
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é responsável pela ativação de ~ 15 vezes de PI3Ky quando 
ligada à Ras • GTP. 

O domínio C2 da PI3Ky forma o mesmo sanduíche de 
duas folhas |3 antiparalelas de 4 fitas visto no domínio C2 da 
PLC-81 (Seção 19.4Ba). No entanto, ao contrário do domí- 
nio C2 de PLC-ôl, o da PI3Ky não liga íons Ca 2, . Todavia, 
o domínio C2 da PI3Ky parece participar na associação à 
membrana, conforme indicado pela observação que esse 
domínio C2 isolado liga vesículas de fosfolipídeos com afi- 
nidade similar àquela da enzima intacta. Supostamente, essa 
interação é mediada por porções de resíduos básicos na su- 
perfície do domínio C2. 

O domínio helicoidal de PI3Ky consiste em cinco re- 
petições de pares de hélices antiparalelas que formam uma 
super-hélice, muito parecida com aquela formada pelas re- 
petições HEAT na subunidade A da proteína fosfatase 2A 
(PP2A; Fig. 19.51a), ainda que PI3Ky não contenha o motivo 
de sequência HEAT. Em analogia com a função da subuni- 
dade A da PP2A em ligar outras proteínas (Seção 19.3Fe), 
propõe-se que o domínio helicoidal de PI3Ky amplamente 
exposto ao solvente sirva para interagir com as proteínas que 
ligam PBK 7 , como por exemplo seu adaptador plOl e G Pr 

c. A ativação de Akt necessita da ligação de 
3-fosfoinositídeo mediada por seu domínio PH 
Os produtos da PI3K PtdIns-3,4-P, e PtdIns-3,4,5-P 3 (Fig. 
19.61) ligam-se a seus efetores a jusante sobretudo pelos do- 
mínios de homologia a pleckstrina (PH), que preferencial- 
mente ligam-se aos grupos da cabeça polar desses 3-fosfoino- 
sitídeos em vez de PIP 2 (como faz o domínio PH da PLC-ô; 
Fig. 19.58). Outro exemplo de uma proteína contendo domí- 
nio PH que faz o mesmo é a proteína-cinase 1 dependente 
de fosfoinositídeo (PDK1) de 556 resíduos que, como visto, 
fosforila a alça de ativação da PKA e da PKC (Seção 19.4Cb). 
PDK1 também fosforila a proteína Ser/Thr-cinase Akt (tam- 
bém conhecida como proteína-cinase B [PKB] ), um produto 
de um proto-oncogene implicado na regulação de múltiplos 
processos biológicos, incluindo expressão gênica, apoptose, 
captação de glicose e proliferação celular, e consequentemen- 
te fosforila muitas proteínas-alvo. A Akt, de —480 resíduos, 
consiste em um domínio PH N-terminal que liga 3-fosfoino- 
sitídeos e um domínio cinase C-terminal homólogo àquele 
de PKA e PKC (e é portanto um membro da família AGC 
de proteínas-cinases). A Akt está presente em organismos 
multicelulares em três isoformas (Aktl/PKBa, Akt2/PKBp 
e Akt3/PKBy), mas está ausente em leveduras, o que sugere 
que ela evoluiu a partir de outro membro da família AGC 
simultaneamente à evolução dos organismos multicelulares. 

A ativação total de Akt requer sua fosforilação na Ser 
473 e na Tyr 308. A Ser 473 é fosforilada por mTORC2 (de 
mammalian target of rapomycin complex 2; rapamicina é um 
imunossupressor semelhante à FK506 [Seção 9.2B]). Isso 
estimula PDK1 a fosforilar Thr 308, que está localizada na 
alça de ativação da Akt. Mutações em resíduos do domínio 
PH da Akt, responsáveis pela ligação do lipídeo, bloqueiam 
sua fosforilação por PDK1 in vitro. No entanto, a remoção 
do domínio PH de Akt supera essa necessidade da enzima 
por ligação a 3-fosfoinositídeos. Isso sugere que a ligação de 
Akt a esses lipídeos ligados à membrana induz uma mudança 
conformacional que permite que Akt seja fosforilada e ati- 
vada por PD Kl. Portanto, parece que é a colocalização de 


Akt e PD Kl mediada por 3-fosfoinositídeo que leva à ativa- 
ção da Akt, sendo esta a ação da PI3K que é funcionalmente 
responsável por esse processo. Em contraste, a fosforilação 
mediada por PD Kl da PKA e PKC, que não possui domínios 
PH, ocorre na ausência de 3-fosfoinositídeos, sendo, por isso, 
constitutiva. A proteína-fosfatase PHLPP regula a atividade 
de Akt por desfosforilar sua Ser 473, quase da mesma forma 
como visto que PHLPP desfosforila PKC (Seção 19.4Cb). 

d. O domínio FYVE liga 0 grupo da cabeça polar do Ptdlns-3-P 
O PtdIns-3-P monofosforilado raramente é ligado por do- 
mínios PH. Seus efeitos diretos são mediados por domínios 
FYVE (assim chamados devido às quatro proteínas em que 
foram primeiro identificados: Fablp, TOTB, VAClp e, do 
inglês, “early endossome antigen-í” [EEA1]), que foram 
identificados em —60 proteínas. Por exemplo, a proteína eu- 
cariótica EEA1, de 1.410 resíduos, que possui um domínio 
FYVE C-terminal de 65 resíduos, inicia a fusão do endosso- 
mo em células eucarióticas (Fig. 12.91) recrutando a pequena 
proteína G ancorada à membrana Rab5 e a proteína SNARE 
transmembrana sintaxina (Seção 12.4Db). 

A estrutura por RM do dom ín io FYVE de EEA1, de- 
terminada por Michael Overduin, revela que ele adota con- 
formações similares no estado livre, quando ligado ao dibu- 
tanoil-PtdIns-3-P (Fig. 19.65) e quando ligado a micelas de 
dodecilfosfocolina (DPC, de dodecylphosphocholine ) enri- 
quecidas com PtdIns-3-P. A proteína é basicamente mantida 
unida por dois íons Zn 2 * 1 ", em que cada um deles está ligado 
tetraedricamente por quatro cadeias laterais de Cys conser- 
vadas. O grupo da cabeça polar do PtdIns-3-P é mantido em 
seu bolso de ligação por uma rede de interações eletrostáti- 
cas, ligações de hidrogênio e interações hidrofóbicas envol- 
vendo o motivo altamente conservado (R/K)(R/K)HHCR 
(RRHHCR em EEA1). 

A evidência obtida por RM indica que, após a adição de 
micelas de DPC, o complexo domínio FYVE * PtdIns-3-P in- 
sere uma alça de 5 resíduos hidrofóbicos (FSVTV; em cor de 
laranja na Fig. 19.65), flanqueada por resíduos básicos (em 
azul na Fig. 19.65), na camada lipídica. Isso também ocorre 
na ausência de PtdIns-3-P, mas em extensão muito menor. 
Em contrapartida, a inserção na membrana aumenta a afi- 
nidade de ligação do domínio FYVE por PtdIns-3-P em 20 
vezes (de 1 \lM para 50 n M ) . A origem deste último efeito 
parece ser que o segmento de 10 resíduos que precede a alça 
de inserção na membrana, a região não ligada mais desor- 
denada da proteína, torna-se mais ordenado e move-se em 
direção ao bolso de ligação após a ligação ao PtdIns-3-P. Isso 
levou à proposta que o domínio FYVE é recrutado para as 
membranas por meio da inserção de sua alça hidrofóbica 
na bicamada lipídica. Isso, por sua vez, prepara a proteína 
para o reconhecimento de PtdIns-3-P, cuja ligação induz o 
segmento N-terminal outrora móvel da proteína a prender o 
grupo da cabeça polar do PtdIns-3-P. 

E. Inositol-polifosfato-fosfatases 

A sinalização pela cascata do fosfoinositídeo é encerrada 
pela ação de várias inositol-fosfatases, funcionalmente classi- 
ficadas como 1-, 3-, 4- e 5-fosfatases. A consideração sobre a 
cascata do fosfoinositídeo será finalizada com a discussão das 
características dessas enzimas essenciais. 
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FIGURA 19.65 Estrutura de RM do domínio FYVE de 
EEA1, complexada com PtdIns-3-P. O grupo polar do 
PtdIns-3-P está representado na forma de esferas e bastões 
(com os átomos de C em verde, O em vermelho, P em magenta, 
H em cinza). A proteína liga dois íons Zn i! ( esferas em dano ) 
que são, cada uma, tetraedricamente ligadas por quatro cadeias 
laterais de Cys, que estão representadas na forma de bastões 
(átomos de C em verde e S em amarelo). A alça de 5 resíduos 
que se insere nas micelas de DPC está em cor de laranja e seus 
resíduos básicos flanqueadores estão em azul. (Com base na es- 
trutura de RM determinada por Michael Overduim, Universíty 
of Colorado Health Sciences Center, EUA. PDBid 1HYL) 

a. As inositol-polifosfato-5-fosfatases agem em numerosas 
vias de sinalização 

As primeiras inositoI-polifosfato-5-fosfatases estudadas hidro- 
lisam IP 3 (Ins-1,4,5-P 3 ) a IP 2 (Ins-1,4-P 2 ), encerrando a mobi- 

2 I 

lização de Ca" celular (Fig. 19.54, parte inferior). Mamíferos 
expressam mais de 10 isoenzimas que possuem atividade 
5-fosfatase. Essas enzimas compartilham um núcleo catalíti- 
co comum e têm sido classificadas em dois grupos de acordo 
com sua especificidade a substratos: enzimas do tipo I desfos- 
forilam inositol-fosfatos, enquanto as enzimas do tipo II, além 
disso, hidrolisam os fosfoinositídeos correspondentes. 

As 5-fosfatases do tipo I, que hidrolisam apenas IP 3 e 
Ins-1,3,4,5-P 4 , são ancoradas à membrana por prenilação. A 
5-fosfatase do tipo I expressa em plaquetas sanguíneas (um 
tipo de célula do sangue que participa da coagulação sanguí- 
nea; Seção 35.1), que é representativa deste grupo, forma um 
complexo estequiométrico com a pleckstrina, uma proteína 
de 350 resíduos que consiste basicamente em dois domínios 
PH. Quando as plaquetas são estimuladas pela enzima pro- 


teolítica da coagulação trombina (Seção 35. 1B), a pleckstri- 
na é fosforilada em resíduos de Ser e Thr pela PKC, o que, 
por sua vez, ativa sua 5-fosfatase associada. Observe que a 
PKC é ativada por DAG, um produto da PLC, que simulta- 
neamente gera IP 3 ,o substrato da 5-fosfatase do tipo I (Fig. 
19.54). Portanto, o IP 3 produzido pela PLC ativa a liberação 
de íon Ca 2+ , enquanto o seu coproduto DAG ativa a 5-fosfa- 
tase do tipo I pela fosforilação da pleckstrina para terminar o 
sinal de Ca 2 ". Aparentemente, essa terminação é importante 
para o crescimento normal da célula, j ã que o decréscimo na 
expressão da 5-fosfatase do tipo I causa crescimento celular 
aumentado, ou mesmo, descontrolado (maligno). 

As 5-fosfatases do tipo II compartilham similaridade 
maior em seus núcleos catalíticos em relação às enzimas 
do tipo I e, além disso, possuem um chamado domínio do 
tipo II no lado N-terminal de seus núcleos catalíticos. Elas 
ocorrem em três subtipos principais: GIPs, SHIPs e SCIPs. 
As GIP são assim chamadas porque elas possuem um domí- 
nio GAP C-terminal (inositol-fosfatase contendo GAP; de 
GAP-containing inositol phosphatase ), apesar de elas não 
demonstrarem atividade de GAP. As GIPs hidrolisam IP 3 e 
Ins-1,3,4,5-P 4 e seus lipídeos correspondentes, PtdIns-4,5-P 2 
e PtdIns-3,4,5-P 3 , embora com diferente eficiência catalítica. 

Existem apenas duas GIPs conhecidas, 5-fosfatase II e 
OCRL. A OCRL é assim chamada porque sua mutação causa 
a doença hereditária ligada ao cromossomo X distrofia oculo- 
cerebrorrenal (também chamada síndrome de Lowe), carac- 
terizada por catarata congênita, progressiva degeneração da 
retina, deficiência intelectual e defeito nos túbulos renais que 
causa falência renal no início da idade adulta. A OCRL, de 
901 resíduos, está presente sobretudo na superfície de lisosso- 
mos, onde está ancorada por prenilação. As células do túbulo 
renal de pacientes com a síndrome de Lowe são deficientes 
na atividade hidrolítica de PtdIns-4,5-P 2 e PtdIns-3,4,5-P 3 , en- 
quanto os inositol-fosfatos correspondentes são hidrolisados 
normalmente, o que indica que a OCRL é uma fosfatase de 
lipídeos. O PtdIns-4,5-P 2 estimula o brotamento de vesículas 
membranosas a partir do lisossomo, de forma que o acúmulo 
desses lipídeos provavelmente leva a um aumento anormal do 
tráfego de enzimas do lisossomo para o espaço extracelular. 
De fato, as enzimas lisossômicas nessas células parecem estar 
desordenadas (como estão várias hidrolases lisossômicas na 
doença celular I; Seção 12.4Cg). Por esse motivo, acredita-se 
que esse vazamento perpétuo de enzimas do lisossomo nos 
pacientes com síndrome de Lowe leva a dano tecidual, que 
acaba por resultar em falência renal e cegueira. 

As SHIPs hidrolisam apenas substratos que também 
possuem um fosfato na posição 3. Os dois membros conhe- 
cidos desse grupo, SHIP (de, SH2-containing inositol-5- 
-phosphatase; inositol 5-fosfatase contendo SH2) e SHIP2, 
são proteínas de ~ 1 .200 resíduos que possuem um domínio 
SH2 N-terminal. Assim, essas proteínas podem ligar PTK 
e, na verdade, são fosforiladas por elas para formar uma 
sequência consenso de Ügação a domínios PTB (NPXpY; 
Seção 19.3Cc). Ademais, elas também contêm um domínio 
rico em Pro C-terminal, que pode ligar proteínas contendo 
SH3. Assim, parece que a atividade de SHIP pode estar sob 
o controle de vários sistemas. De fato, SHIP, que é expressa 
apenas em células hematopoiéticas (formadoras do sangue), 
associa-se com as proteínas adaptadoras Grb2 e Shc (Seção 
19.3CÍ). Ela age hidrolisando PtdIns-3,4,5-P 3 envolvido na 
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ativação de Akt e PLC. A SHIP2 age de maneira semelhante 
em células não hematopoiéticas, onde ela limita as respostas 
celulares à insulina, EGF e PDGF. 

As SCIPs (de Saci -containing inositol phosphatases', ino- 
sitol-fosfatases contendo Saci) são assim chamadas porque 
elas contêm um domínio N-terminal homólogo à fosfatidili- 
nositol-fosfatase de leveduras Saci. A primeira SCIP carac- 
terizada foi chamada sinaptojanina 1 porque foi purificada 
de vesículas sinápticas e porque a presença de dois domí- 
nios fosfatases é remanescente de dois domínios cinases em 
Janus cinases (JAKs; Seção 19.3Eb). O domínio 5-fosfatase 
de sinaptojanina 1, de 1575 resíduos, hidrolisa PIP 3 e Ptdlns- 
4,5-P 2 e o seu domínio fosfatase Saci hidrolisa PtdIns-3-P 
e PtdIns-4-P. A sinaptojanina 1 é expressa apenas em neu- 
rônios, onde forma complexos com a proteína G dinamina 
(Seção 12.4Cd), participando na reciclagem de vesículas si- 
nápticas. A sinaptojanina 2, muito similar à sinaptojanina 1, é 
ubiquamente expressa, mas suas funções são desconhecidas. 

b. A inositol-polifosfato-l-fosfatase está envolvida no 
distúrbio bipolar 

Os mamíferos expressam apenas um tipo de inositol-polifos- 
fato-l-fosfatase, uma enzima de 399 resíduos que hidrolisa 
Ins-1,4-P 2 e Ins-1,3,4-P 3 (IP 3 ), mas não age em substratos 
lipídicos. Essa enzima é inibida pelo íon Li . A eficácia te- 
rapêutica do Li + no controle das oscilações do humor inca- 
pacitantes de indivíduos maníaco-depressivos (aqueles com 
transtorno bipolar) sugere que essa doença mental é causada 
por uma aberração da 1-fosfatase no cérebro, possivelmente 
resultando em ativação anormal de receptores que mobili- 
zam Ca 2 ' (Fig. 19.54, parte inferior ). De fato, espécimes de 
Drosophila em que essa 1-fosfatase foi anulada exibem défi- 
cits neurológicos (o fenótipo “trêmulo”) que parecem idênti- 
cos àqueles de espécimes selvagens tratadas com Li . 

c. A inositol-polifosfato-3-fosfatase PTEN é um supressor de 
tumor 

As inositol-polifosfato-3-fosfatases desfazem as ações das 
PI3Ks. Dessas enzimas, a melhor caracterizada é a PTEN, 
de 403 resíduos (de phosphatase and tensin homolog', homó- 
logo de fosfatase e tensina; tensina é uma proteína de ligação 
à actina do citoesqueleto) que, in vitro, desfosforila todos 
fosfoinositídeos 3-fosforilados e Ins-1,3,4,5-P 4 . A PTEN é 
um supressor de tumor (uma proteína cuja perda de função 
é uma causa do câncer) , presumivelmente porque sua ativi- 
dade 3-fosfatase atua diminuindo a ativação da Akt, que é 
ativada por PtdIns-3,4,5-P 3 . Na verdade, mutações ou perda 
de PTEN comumente ocorrem em muitos tipos de cânceres. 
A PTEN também pode desfosforilar peptídeos Ser-, Thr- e 
Tyr-fosforilados, apesar de que essa atividade requer que os 
peptídeos sejam altamente ácidos. 

A estrutura por raios X da PTEN, determinada por 
Jack Dixon e Nikola Pavletich, revela que a proteína con- 
siste em um domínio fosfatase N-terminal e um domínio C2 
C- terminal (Fig. 19.66). A estrutura de seu domínio fosfata- 
se assemelha-se àquele comum aos domínios proteína-Tyr- 
-fosfatase (PTP; Fig. 19.50), mas com o bolso do sítio ativo 
maior, supostamente para acomodar o grande volume do 
seu substrato PtdIns-3,4,5-P 3 . O domínio C2 não possui íon 
Ca 2 ligado nem ligantes para ligá-lo, mas mesmo assim liga- 


Domínio fosfatase Domínio C2 



FIGURA 19.66 Estrutura por raios X de PTEN. A proteína 
está mostrada com seu domínio fosfatase em azul, seu domínio 
C2 em vermelho e a alça P, que interage com o substrato, em 
bronze. A linha pontilhada representa um segmento de 24 resí- 
duos que foi removido da proteína para facilitar sua cristaliza- 
ção. (Cortesia de Nikola Pavletich, Memorial Sloan-Kettering 
Câncer Center, New York, EUA. PDBid 1DR5.) 

-se a fosfolipídeos de membranas, como o faz o domínio C2 
da PI3Ky (Fig. 19.63). Os domínios fosfatase e C2 associam- 
-se ao longo de uma extensa interface, cujos resíduos estão 
frequentemente mutados em cânceres. Uma interface com- 
pacta similar entre C2 e o domínio cinase ocorre na PLC-pII 
(Fig. 19.57). Isso sugere que o domínio C2 de PTEN atua 
posicionando produtivamente seu domínio fosfatase na 
membrana. 

d. As inosEtol-polifosfato-4-fosfatases controlam o nível de 
Ptdlns-3,4-P 2 

Existem duas isoformas de inositol-4-fosfatases, 4- fosfatases 
I e II, que catalisam a hidrólise de Ins-1,3,4-P 3 . Ins-2,4-P 2 e 
PtdIns-3,4-P 2 . Na verdade, essas proteínas de —940 resíduos 
são responsáveis por mais de 95% da atividade fosfatásica 
sobre PtdIns-3,4-P 2 observada em muitos tecidos humanos, 
sugerindo que elas exerçam uma função importante no me- 
tabolismo desse segundo mensageiro. Isso é apoiado pela 
observação que o estímulo de plaquetas humanas com trom- 
bina ou íon Ca 2 ’ acarreta a inativação da 4-fosfatase I, devi- 
do à clivagem proteolítica pela protease dependente de Ca 2 
calpaína. Essa inativação da 4-fosfatase I está relacionada 
com o acúmulo de PtdIns-3,4-P 2 dependente de Ca 2 " e/ou 
de agregação, característico de plaquetas humanas (que se 
agregam no estágio inicial da formação do coágulo sanguí- 
neo; Seção 35.1). 

F. Epílogo: Sistemas complexos e propriedades 
emergente s 

Sistemas complexos são, por definição, difíceis de entender e 
de comprovar. Exemplos conhecidos são o sistema climático 
da Terra, a economia de países grandes, a ecologia de áreas 
mesmo que pequenas e o cérebro humano. Os sistemas de 
transdução de sinais biológicos, como fica evidente a partir 
da leitura deste capítulo, são sistemas complexos. Então, 
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como visto, um sinal hormonal é normalmente transduzido 
por meio de várias vias de sinalização intracelulares, em que 
cada uma consiste em numerosos componentes, muitos dos 
quais interagem com componentes de outras vias de sinaliza- 
ção. Por exemplo, o sistema de sinalização da insulina (Fig. 
19.67), apesar de ainda não estar totalmente elucidado, é ob- 
viamente muito complexo. Quando ligado à insulina, o re- 


ceptor de insulina se autofosforila em vários resíduos de Tyr 
(Seção 19. 3 Ac) e depois fosforila Tyr em suas proteínas-alvo, 
ativando várias vias de sinalização que controlam uma gama 
de diferentes efeitos: 

L A fosforilação de Shc (Seção 19.3Cc) resulta na estimu- 
lação de uma cascata de MAP-cinases (Seção 19.3D), que 
afetará crescimento e diferenciação. 



DNA/RNA/Síntese de proteínas Síntese de glicogênio Transporte de glicose 

Crescimento e diferenciação celular Metabolismo 

FIGURA 19.67 Transdução do sinal de insulina. A ligação de insulina ao receptor de insulina (IR, de insulin receptor ) induz sua 
autofosforilação em vários resíduos de Tyr em suas subunidades (3. Várias proteínas, incluindo Shc, Gab-1, o complexo APS/Cbl e 
proteínas IRS, ligam-se a esses resíduos pY, Tyr-fosforilados pelo receptor de insulina ativado, ativando as cascatas de fosforilação 
da MAPK e PI3K, bem como processos de regulação associados a balsas de lipídeos e cavéolas. A cascata da MAPK regula a ex- 
pressão de genes envolvidos no crescimento celular e diferenciação. A cascata da PI3K leva a mudanças no estado de fosforilação 
de várias enzimas, de modo a estimular a síntese de glicogênio, e de outras vias. A cascata de PI3K também participa no controle 
do tráfego de vesículas, levando ao deslocamento do transportador de glicose GLUT4 para a superfície celular aumentando assim 
a taxa de transporte de glicose para dentro da célula (Seção 20.2Ec). O controle do transporte de glicose também é exercido pelo 
sistema APS/Cbl de maneira independente de PI3K, envolvendo balsas de lipídeos e cavéolas. Outros símbolos: Myc, Fos e Jun 
(fatores de transcrição; Seção 19. 3D), SHP-2 (uma PTP contendo SH2; Seção 19.3Fb), CAP (proteína associada a Cbl), C3G (um 
fator trocador de nucleotídeo de guanina [GEF]), CrkII (uma proteína adaptadora contendo SH2/SH3), PDK1 (proteína-cinase 1 
dependente de fosfoinositídeo; Seção 19.4Cb), PKB (proteína-cinase B, também chamada Akt; Seção 19.4Dc), mTOR (do inglês: 
m amalian target of r apamycin, uma proteína-cinase relacionada a PI3K [Seção 9.2B]; mTOR também é conhecida como proteína 
associada a FKBP12-rapamirina [FRAP], S6 (uma subunidade proteica da subunidade pequena dos ribossomos eucarióticos (Se- 
ção 32.3Ab; sua fosforilação estimula a tradução), e PKC£ e PKCX (isoformas atípicas da proteína-cinase C; Seção 19.4C). (De 
acordo com Zick, Y. Trends Cell Biol. 11, 437 [2001].) 
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2. A fosforilação de Gab-1 (ligador 1 associado à Grb2) 

também ativa essa cascata de MAP-cinases. 

3. A fosforilação das proteínas-substrato do receptor de in- 
sulina (IRS; Seção 19.3Cg) ativa, via uma PI3K, a cascata do 
fosfoinositídeo (Seção 19.4Da), que estimulará vários pro- 
cessos metabólicos, incluindo a síntese de glicogênio (Seção 
18.3E) e o transporte de glicose (Seção 20.2E), bem como o 
crescimento e a diferenciação celular. 

4. A fosforilação do complexo APS/Cbl (APS significa pro- 
teína adaptadora contendo o domínio de homologia a plecks- 
trina e o domínio 2 de homologia a Src; Cbl é uma proteína 
ancoradora de SH2/SH3 que é produto de um proto-oncoge- 
ne) causa a estimulação de TC10 (uma proteína G da família 
Rho [Seção 35.3E]) e a regulação do transporte de glicose 
independente de PI3K, envolvendo a participação de balsas 
de lipídeos e de cavéolas (Seção 12.3Cb). 

Na ciência, o caminho predominante é reducionista: a 
tentativa de entender um sistema com base nas suas partes 
componentes. Assim, químicos e bioquímicos explicam as 
propriedades de moléculas com base nas propriedades de 
seus componentes atômicos, biólogos celulares explicam a 
natureza das células com base nos seus componentes ma- 
cromoleculares, e biólogos explicam as características de or- 
ganismos multicelulares com base nas propriedades de seus 
componentes celulares. No entanto, sistemas complexos pos- 
suem propriedades emergentes, propriedades que não são 
facilmente preditas a partir do entendimento das suas partes 
componentes (ou seja, o conjunto é maior que a soma de suas 


partes). De fato, a vida por si só é uma propriedade emer- 
gente que surge a partir das inúmeras reações químicas que 
ocorrem em uma célula. 

Para elucidar as propriedades emergentes de um siste- 
ma complexo, é necessário uma abordagem integrativa. Para 
sistemas de transdução de sinal, essa abordagem exigiria de- 
terminar-se como cada um dos componentes de cada via de 
sinalização em uma célula interage com todos os outros de- 
mais componentes sob as condições experienciadas por cada 
um destes componentes em seu ambiente local. Técnicas 
para isso ainda não estão facilmente disponíveis. Além dis- 
so, de maneira alguma esses sistemas são estáticos, mas va- 
riam, ao longo de múltiplas escalas de tempo, em resposta a 
programas celulares e do organismo. Consequentemente, os 
meios para o entendimento do desempenho holístico dos sis- 
temas de transdução de sinal celulares estão apenas em seus 
estágios iniciais de desenvolvimento. É provável que esse 
entendimento tenha consequências biomédicas importantes, 
já que muitas doenças, incluindo câncer, diabetes e várias de- 
sordens neurológicas, são causadas pelo mau funcionamento 
dos sistemas de transdução de sinal. 

Finalmente, deve-se notar que foram delineadas apenas 
as principais vias de transdução de sinal que ocorrem em cé- 
lulas eucarióticas. Além disso, não foram consideradas nu- 
merosas outras vias que controlam as funções celulares (em- 
bora muitas delas estão discutidas nos capítulos posteriores). 
Contudo, está claro que um entendimento completo das vias 
de transdução de sinal da célula e como elas interagem é a 
chave para o entendimento das bases moleculares da vida. 


RESUMO DO CAPÍTULO 


1 Hormônios Mensageiros químicos são classificados como hor- 
mônios autócrinos, parácrinos ou endócrinos dependendo se eles 
agem na mesma célula, em células que estão na vizinhança ou em 
células que estão distantes das células que os secretam, respectiva- 
mente. O corpo contém um sistema endócrino complexo que con- 
trola muitos aspectos do metabolismo. Os níveis hormonais podem 
ser determinados por radioimunoensaios. Receptores são proteínas 
ligadas à membrana que interagem com seus ligantes de acordo com 
as leis de ação das massas. Os parâmetros que descrevem a ligação 
de um ligante, marcado radioativamente, ao seu receptor podem 
ser determinados pelo gráfico de Scatchard. As constantes de disso- 
ciação de ligantes adicionais ao mesmo sítio de ligação do receptor 
podem ser determinadas por meio de estudos de ligação competiti- 
va. As células das ilhotas pancreáticas secretam insulina e glucagon, 
hormônios polipeptídicos que induzem o fígado e o tecido adiposo 
a estocar ou liberar glicose e gordura, respectivamente. Hormônios 
polipeptídicos gastrintestinais coordenam vários aspectos da diges- 
tão. Os hormônios da tireoide, T, e T, ( , são derivados iodinados de 
aminoácidos que geralmente estimulam o metabolismo por ativar 
fatores de transcrição celular. O metabolismo do Ca é regulado 
pelos níveis de PTH, vitamina D e calcitonina. O PTH e a vitamina 
D induzem um aumento na [Ca 2+ ] por esti m ular a liberação de Ca 2+ 
dos ossos e sua absorção dos rins e do intestino, enquanto a calcito- 
nina tem os efeitos opostos. A vitamina D é um derivado esteroi- 
dal que deve ser obtido da dieta ou por exposição à radiação UV. 
A vitamina D, depois de ter sido processada no fígado e nos rins a 
l,25(OH) 2 D, estimula a síntese de uma proteína ligadora de Ca i no 
epitélio do intestino. A medula suprarrenal secreta as catecolami- 
nas adrenalina e noradrenalina, que se ligam aos receptores a- e 3- 


adrenérgicos em uma grande variedade de células para preparar o 
corpo para “lutar ou correr”. O córtex da suprarrenal secreta os es- 
teroides glicocorticoides e mineralocorticoides. Os glicocorticoides 
afetam o metabolismo de maneira oposta à da insulina e também 
fazem mediação com várias outras funções vitais. Os mineralocor- 
ticoides regulam a excreção de sal e água pelos rins. As gônadas 
secretam hormônios esteroides sexuais, os androgênios (hormônios 
masculinos) e estrogênios (hormônios femininos), que regulam a 
diferenciação sexual, o desenvolvimento das características sexuais 
secundárias e o perfil do comportamento sexual. Além disso, os ová- 
rios secretam progestinas que ajudam a mediar o ciclo menstrual e 
a gravidez. Embriões de mamíferos desenvolvem-se como fêmeas 
a não ser que submetidos à influência do androgênio testosterona. 
SRY, um gene que codifica uma proteína ligadora de DNA e que 
normalmente está localizado no cromossomo Y, induz o desenvol- 
vimento dos testículos, que por sua vez produzem testosterona. O 
hipotálamo secreta uma série de fatores liberadores de polipeptíde- 
os e fatores inibidores da liberação, como, por exemplo, CRF, TRF, 
GnRF e somatostatina, que controlam a secreção do hormônio tró- 
fico correspondente a partir da adeno -hipófise. A maioria desses 
hormônios tróficos, como ACTH, TSH, LH e FSH, estimula suas 
glândulas endó crinas- alvo a secretar os hormônios correspondentes. 
Entretando, o hormônio do crescimento age diretamente nos teci- 
dos, tanto quanto estimulando o fígado a sintetizar fatores de cres- 
cimento conhecidos como somatomedinas. A neuro-hipófise secreta 
os polipeptídeos vasopressina, que estimula os rins a reter água, e 
ocitocina, que estimula a contração uterina. O ciclo menstrual resul- 
ta de uma atuação complexa dos hormônios hipotalâmicos, adeno- 
-hipofisários e esteroides sexuais. O ovo fertilizado e implantado se- 
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creta GC, que liga o mesmo receptor e tem efeitos similares aos do 
LH, prevenindo a menstruação. A ligação de hGH ao seu receptor 
causa a dimerização do receptor, gerando o sinal intracelular que si- 
naliza a ligação de hCG ao receptor. Muitos outros sinais hormonais 
são mediados da mesma maneira. A adeno-hipófise também secreta 
peptídeos opioides que têm efeitos semelhantes aos dos narcóticos 
no sistema nervoso central. O óxido nítrico (NO), um radical gasoso 
altamente reativo, funciona como um mediador local que regula a 
vasodilatação, serve como neurotransmissor e age na resposta imu- 
ne. Em mamíferos, ele é sintetizado por três isoenzimas da óxido 
nítrico sintase (NOS), uma enzima que contém 5 grupos prosté ticos 
redox ativos. A eNOS e a nNOS são ativadas por Ca pela ligação 

2_|_ i í a t 

de Ca“ -calmodulina; a iNOS é transcricionalmente regulada. NO 
ativa a guanilato-ciclase a produzir GMPc, que por sua vez ativa a 
proteína-cinase dependente de GMPc. 

2 Proteínas G heterotriméricas A interação do ligante (hor- 
mônio) a receptores acoplados à proteína G (RAPGs) ativa a su- 
bunidade G Sa de uma proteína G estimula tória para substituir o 
GDP ligado a ela por GTP, liberar suas subunidades G- e ativar 
a adenilato-ciclase (AC) para que esta sintetize AMPc; a ativação 
continua até G Sk hidrolisar seu GTP a GDP e recombinar com G„ ,. 
Vários tipos de receptores ativados por hormônios em uma célula 
podem estimular a mesma proteína G s . Existem também proteínas 
G inibitórias, que podem ter as mesmas subunidades G 3 e G da 
G s , mas que possuem uma subunidade inibitória G ia que desativa 
a adenilato-ciclase. A toxina colérica (TC) e a enterotoxina termo- 
lábil (TL), relacionadas às proteínas AB 5 bacterianas, induzem a 
produção descontrolada de AMPc por ADP-ribosilar a G sil e tor- 
ná-la incapaz de hidrolisar GTP. A toxina pertussis, também uma 
proteína AB 5 , também ADP-ribosila a G jr ,. Os sistemas de sinali- 
zações biológicos estão sujeitos à dessensibilização por fosforila - 
ção e sequestro por endocitose do receptor da superfície celular. O 
núcleo catalítico das numerosas isoformas de AC são heterodíme- 
ros pseudossimétricos que são ativados, na maioria dos casos, pela 
ligação da região do Comutador II de G sri * GTP a uma fenda em 
um domínio C la da AC. AMPc e GMPc são eliminados pela ação 
de numerosas fosfodiesterases (PDEs), cujas atividades são contro- 
ladas por vários agentes, dessa forma provendo intercomunicação 
entre os sistemas de sinalização. 

3 Sinalização com base em tirosina-cinase A ligação de ligan- 
tes, como hormônios e fatores de crescimento proteicos, ativa re- 
ceptores tirosina-cinases (RTKs), induzindo-os a dimerizar e então 
autofosforilar resíduos de Tyr específicos em alças de ativação de 
seus domínios tirosina-cinases. Normalmente, isso é seguido pela 
autofosforilação em resíduos de Tyr em outros domínios citoplas- 
máticos. A imortalidade e proliferação descontrolada de células 
cancerosas as provêm com a capacidade para formar tumores inva- 
sivos e metastãticos. O vírus do sarcoma de Rous, um retrovírus que 
causa sarcoma em galinhas, carrega um oncogene, v-src , homólogo 
ao gene celular normal c-src. Ambos genes codificam uma proteína 
tirosina-cinase (PTK) que estimula a divisão celular. Produtos de 
oncogenes incluem análogos de fatores de crescimento, recepto- 
res de fatores de crescimento, proteínas nucleares que estimulam a 
transcrição e/ou divisão celular e proteínas G. 

Sistemas dois-híbridos são usados para identificar proteínas 
interatuantes. Um RTK auto fosforil ado pode ativar outros fosfori- 
lando-os em cadeias laterais de Tyr específicas. Isso também pode 
modular as atividades de proteínas específicas pela ligação de um 
segmento peptídico contendo fosfoTyr de um RTK a domínios SH2 
e PTB nessas proteínas ou por um adaptador que liga essas proteí- 
nas. Grb2, uma proteína adaptadora, liga-se a certos RTKs ativados 
e, simultaneamente, a proteínas Sos, por domínios SH3. Por sua vez, 
a Sos ligada age como um fator trocador de nucleotídeos de guani- 


na (GEF) para induzir a pequena proteína G, Ras, a trocar o GDP 
ligado a ela por GTP. Ras é uma GTPase fraca, mas ela é auxiliada 
a hidrolisar seu GTP a GDP por uma proteína ativadora de GTPase 
(GAP), RasGAP, que insere uma cadeia lateral da Arg catalitica- 
mente importante no antes ineficiente sítio ativo de Ras. Mutações 
que interferem com a capacidade de Ras-RasGAP em hidrolisar o 
GTP ligado à Ras são oncogênicas. 

A ligação de Ras ■ GTP a Raf, uma proteína Ser/Thr-cinase, 
ativa Raf a fosforilar MEK, uma MAP-cinase-cinase (MKK), que 
por sua vez fosforila a MAP-cinase (MAPK). A MAPK ativada fos- 
forila várias proteínas cito pl asm áticas e associadas à membrana e, 
além disso, é transladada para o núcleo, onde fosforila certos fatores 
de transcrição, que então induzirão a transcrição de seus genes-alvo. 
As proteínas na cascata das MAP-cinases são organizadas pela liga- 
ção a proteínas estruturais, que também previnem que membros de 
diferentes cascatas de MAP-cinases em uma célula fosforilem uma 
a outra in apropriadamente. No entanto, membros ativados de uma 
cascata de MAP-cinases podem fosforilar outras proteínas regulató- 
rias, estabelecendo uma intercomunicação entre diferentes vias de 
transdução de sinal. 

O receptores associados a tirosina-cinases, como os receptores 
de citocinas, transduzem o sinal da ligação com o efetor por ativar 
tirosina-cinases não receptoras associadas (NRTKs), muitas das 
quais são membros da família Src ou JAK. Proteínas JAK ativadas 
fosforilam proteínas ST AT, que dimerizam e são transladadas para 
o núcleo, onde funcionam como fatores de transcrição. O Glivec é 
um inibidor de Abl altamente seletivo, clinicamente efetivo no tra- 
tamento da leucemia mieloide crônica (LMC). Muitos cânceres re- 
querem níveis elevados da atividade de Hsp9G para sua viabilidade, 
já que suas proteínas oncogênicas tendem a ser relativamente instá- 
veis. Proteínas fosforiladas são desativadas por proteínas-fosf atases. 
Algmas proteínas Tyr-fosfatases (PTPs) são receptores transmem- 
brana que são desativados por dimerização induzida pelo ligante. 
Outras PTPs são citoplasmáticas e são ativadas por sua ligação a 
PTKs ativadas, por exemplo, via domínios SH2, como faz SHP-2. 

As células contêm vários tipos de proteínas Ser/Thr-fosf atases: 
a PP1 participa na regulação do metabolismo de glicogênio; a 
PP2A, que participa em uma ampla variedade de processos regula- 
tórios, é um heterotrímero com numerosas variantes e por isso dife- 
rentes especificidades e localização celular; e a calcineurina (CaN; 
também chamada PP2B) é uma fosfatase heterodimérica ativada 
por Ca i+ que é o alvo dos fármacos imunossupressores ciclosporina 
A e FK506, pela ligação de seus complexos com as ro tamases ciclo - 
filina e FKBP12 a CaN, prevenindo a ligação dos fosfopeptídeos- 
-alvo de CaN. 

4 A cascata do fosfoinositídeo PIP 2 , um componente fosfolipí- 
dico da camada interna da membrana plasmática presente em bai- 
xa quantidade, pode gerar até três tipos de segundos mensageiros. 
Interações hormônio-receptor, por intermédio de uma proteína G 
ou RTK, estimulam a fosfolipase C (PLC) correspondente a hidro- 
lisar PIP 2 a IP 3 hidrossolúvel e DAG ligado à membrana. Ü IP, es- 
timula a liberação de Ca" do retículo endopl asm ático por canais 
controlados por ligante. O Ca liga a calmodulina, que, por sua vez, 
ativa uma variedade de processos celulares. O DAG ativa a prote- 
ína-cinase C (PKC) a fosforilar e modular as atividades de nume- 
rosas proteínas celulares. DAG também pode ser degradado para 
gerar araquidonato, um importante intermediário na biossíntese de 
prostaglandinas e compostos relacionados. 

As várias classes de PLC são ativadas de diferentes formas, 
mas todas trazem a PLC em contato com seu substrato PIP 2 na 
membrana: PLC- 3 pela ligação a G qa * GTP e G^,, Racl • GTP an- 
corada à membrana; PLC--y pela ligação a PTKs fosforiladas pelo 
domínio SH2, seguido da fosforilação de PLC pela PTK; PLC-8 por 
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Ca - ; e PLC-e pela ligaçao a Ras * GTP. As PKCs “convencionais” 
são ativadas por Ca" e DAG. Esteres de forbol, que mimetizam 
DAG e ativam a PKC, são os mais potentes promotores de tumor 
conhecidos. DAG e Ca 2- ligam sinergicamente PKC à membrana 
por seus domínios Cl e C2, que extraem conformacionalmente o 
pseudossubstrato N-terminal da PKC do sítio ativo da cinase. A ci- 
nase 6 cataliticamente ativada por fosforilação por PDK1 em sua 
alça de ativação, seguida por autofosforilação em mais dois sítios. 

Os fosfoinositídeos podem ser fosforilados em seu grupo ino- 
sitol nas posições 3-, 4- e 5-, em todas as sete combinações, gerando 
segundos mensageiros ligados à membrana que funcionam recrutan- 
do as proteínas que os ligam à superfície da membrana. As fosfoi- 
nositídeo-3-cinases (PI3K) de mamíferos formam três classes que 
diferem de acordo com suas estruturas, especificidade a substrato 
e modo de regulação. Os produtos de PI3K, PtdIns-3,4-P 2 e Ptdlns- 
3,4,5 -P 3 , ligam ao domínio PH do produto do proto-oncogene Akt 
(PKB), colocalizando Akt com PDK1, que também está amarrada 


à membrana por seu domínio PH, de forma que PDKl fosforila e, 
assim, ativa Akt. PtdIns-3-P é ligado por domínios FYVE, que, as- 
sim como os domínios PH, são mantidos juntos por dois íons Zn" 
ligados tetraedricamente. 

Os vários tipos de inositídeo-polifosfato-fosfatases agem ter- 
minando a sinalização da cascata do fosfoinositídeo. OCRL, uma 
5-fosfastase do tipo II que participa no controle do brotamento de 
vesículas do lisossomo, está mutada na doença oculocerebrorrenal 
(síndrome de Lowe). A única 1-fosfatase expressa em mamíferos, 
que hidrolisa Ins-1,4-P 2 e PIP 3 , é inibida pelo íon Li + e por isso está 
implicada no transtorno bipolar. A 3-fosfatase PTEN, um supressor 
de tumor cuja forma mutante é comum em muitos cânceres, desfaz 
as ações das PI3Ks. A 4-fosfatase tipo I em plaquetas sanguíneas é 
inativada por clivagem proteolítica pela protease ativada por Ca 2- 
calpaína. Sistemas de transdução de sinal celular, como o sistema de 
sinalização de insulina, são sistemas complexos com propriedades 
emergentes, até agora insuficientemente compreendidas. 
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PROBLEMAS 


1. Explique as seguintes observações: (a) Ratos tireoidectomiza- 
dos sobrevivem por 20 dias, quando privados de comida, enquan- 
to ratos normais morrem de fome em 7 dias. (b) A síndrome de 
Cushing, resultante da secreção excessiva de esteroides adrenocorti- 
cais, pode ser causada por um tumor na hipófise, (c) O diabetes insí- 
pido, caracterizado por urinação incessante e sede insaciável, resul- 
ta de um dano na hipófise, (d) O crescimento de tumores malignos 
derivados de órgãos sexuais pode ser retardado ou mesmo revertido 
por remoção cirúrgica das gônadas e das glândulas suprarrenais. 

2 . Como a presença do análogo de GTP não hidrolisável 
GMPPNP afeta sistemas de receptores dependentes de AMPc? 

3. Explique por que indivíduos que manuseiam dinamite regu- 
larmente (que é nitroglicerina embebida em um absorvente, como 
polpa de madeira) como parte de seu trabalho possuem incidência 
excepcionaknente alta de ataques cardíacos nos finais de semana? 

4. Um efeito adverso dose-dependente do Sildenafil (Viagra) é a 
diminuição transitória da capacidade de discriminar entre as cores 
azul e verde. Qual é a base bioquímica desse fenômeno? 

5. Retrovírus possuidores de oncogenes infectam células de 
seus animais hospedeiros correspondentes, mas normalmente não 
os transformam. No entanto, esses retrovírus transformarão pron- 
tamente células imortalizadas derivadas do mesmo organismo. 
Explique. 

6. Explique por que mutações no resíduo de Arg da G M , que é 
ADP-ribosilado pela toxina colérica, são mutações oncogênicas. Por 
que a toxina colérica não causa câncer? 


7. As seguintes alterações da Src seriam oncogênicas? Explique, 
(a) A remoção ou inativação do domínio SH3. (b) A mutação da 
Tyr 416 por Phe. (c) A mutação da Tyr 527 por Phe. (d) A substitui- 
ção dos resíduos 249 a 253 da Src pela sequência APTMP. 

8. JIP-1 foi originalmente assim chamada porque, quando foi 
pela primeira vez caracterizada por superexpressão em células de 
mamíferos, ela parecia atuar como uma “proteína inibidora de 
JNK”. Qual é a base dessa observação? 

9. Por que a toxina pertussis parece inibir certas isoenzimas de 
PLC? Identifique essas isoenzimas. 

10. Fosfatidiletanolamina e PIP 2 contendo resíduos idênticos de 
ácidos graxos podem ser hidrolisados com a mesma eficiência por 
uma certa fosfolipase C. Os produtos de hidrólise dos dois lipídeos 
exercem o mesmo efeito sobre a proteína-cinase C? Explique. 

11. O pseudossubstrato auto inibitório da PKC ocorre na sua ex- 
tremidade N-terminal, enquanto o MLCK ocorre na sua extremida- 
de C-terminal (Fig. 18.20). Para investigar melhor esse fenômeno, 
um colega propôs construir uma PKC com seu pseudossubstrato 
anexado à extremidade C-terminal da proteína com um elo sufi- 
cientemente longo para que o pseudossubstrato pudesse ligar o sítio 
ativo da enzima. Você esperaria que essa variante de PKC fosse ati- 
vável? Explique. 
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Transporte através 
de Membranas 


CAPÍTULO 20 


1 A termodinâmica do transporte 

2 A cinética e os mecanismos de transporte 

A. Transporte não mediado 

B. A cinética do transporte mediado: o transporte de glicose 
nos eritrócitos 

C. lonóforos 

D. Maltoporina: a base estruturai da discriminação entre 
açúcares 

E. Transporte mediado passivo da glicose 

F. Canais de K" : discriminação entre íons 

G. Canais de C!“ 

H. Aquaporinas 

3 Transporte ativo impulsionado por ATP 

A. (Na^-KT-ATPase da membrana piasmãtica 

B. Ca 2+ -ATPase 

C. (HT-K^-ATPase da mucosa gástrica 

D. Transporte de grupo 

E. Transportadores ABC 

4 Transporte ativo impulsionado por gradiente iônico 

A. Simporte Na“-giicose 

B. Lactose-permease 

C. Transportador ATP-ADP 

5 Neurotransmissão 

A. Canais iônicos dependentes de voltagem 

B. Potenciais de ação 

C. Neurotransmissores e seus receptores 


O metabolismo realiza-se dentro da célula, que está separa- 
da do meio extracelular pela membrana plasmática. Além 
disso, as células eucarióticas são compartimentalizadas pe- 
las membranas intracelulares, que formam os limites e as 
estruturas internas de suas várias organelas. O cerne apoiar 
das membranas biológicas as torna altamente impermeá- 
veis à maioria das substâncias iônicas e polares, de forma 
que essas substâncias atravessam as membranas pela ação 
de proteínas transportadoras específicas. Tais proteínas 
são necessárias na mediação de todos os movimentos trans- 
membrana de íons, como Na”, K , Ca 2 - e Cl”, bem como de 
metabólitos, como piruvato, aminoácidos, açúcares, e nú- 
cleo tídeos, e mesmo água (a despeito de sua permeabilida- 
de relativamente alta nas bicamadas; Seção 12.2B). As pro- 
teínas de transporte são também responsáveis por todos os 
fenômenos bioeletroquímicos, como, por exemplo, a neuro- 
transmissão. Neste capítulo, serão discutidos a termodinâ- 


mica, a cinética e os mecanismos químicos desses sistemas 
de transporte, encerrando com uma discussão a respeito do 
mecanismo da neurotransmissão. 


1 A TERMODINÂMICA DO TRANSPORTE 

Conforme visto na Seção 3. 4 A, a energia livre de um soluto 
A varia com sua concentração: 

G A -Õr =i?rin[A] [201] 

onde G a é o potencial químico (energia livre parcial molar) 
de A (a barra indica quantidade por mol) e G A é o potencial 
químico do seu estado-padrão. No sentido exato da palavra, 
essa equação só se aplica para soluções ideais; para soluções 
não ideais (reais), as concentrações devem ser substituídas 
por atividade (Apêndice do Capítulo 3). Nas soluções di- 
luídas (milimolar), características das condições de labo- 
ratório, o valor da atividade de uma substância está muito 
próximo de sua concentração molar. Contudo, esse não é o 
caso no meio celular altamente concentrado (Apêndice do 
Capítulo 3). Ainda, é difícil determinar a atividade de uma 
substância em um compartimento celular. Por essa razão, 
será feita uma simplificação nas equações que seguem, consi- 
derando as atividades iguais às concentrações molares. 

A difusão de uma substância entre os dois lados de uma 
membrana 


A (exterior) <, - A (interior) 


lembra, termodinamicamente, um equilíbrio químico. A 
diferença na concentração da substância nos dois lados da 
membrana gera uma diferença de potencial químico: 


[A] 

[ 20 . 2 ] 

Em consequência, se a concentração de A do lado de fora da 
membrana for maior do que do lado de dentro, A C A para a 
transferência de A de dentro para fora será negativo e o flu- 
xo líquido espontâneo de A será para dentro. Se, contudo, a 
concentração de A for maior do lado de dentro, AG A será po- 
sitivo e um fluxo líquido de A para dentro só poderá ocorrer 
se estiver acoplado a um processo exergônico, como a hidró- 
lise de trifosfato de adenosina (ATP, de adenosine triphos- 
phate), para tornar negativa a troca de energia livre total. 


A G a = G a ( interior) — G a ( exterior) — R T lní 


interior 


exterior * 
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a. O potencial de membrana origina-se da diferença de 
concentração transmembrana de substâncias iônicas 
A permeabilidade das membranas biológicas a íons 
como H + , Na , K , CF e Ca 2+ é controlada por sistemas 
de transporte específicos inseridos na membrana, que 
serão apresentados mais adiante. As diferenças de car- 
ga resultantes através de uma membrana biológica geram 
uma diferença de potencial elétrico, A^P = >P( interior ) — 
NP (exterior) , sendo A^P denominado potencial de membra- 
na. Consequentemente, se A for um íon, a Equação [20.2] 
deve ser corrigida para incluir o trabalho elétrico neces- 
sário para transferir um mol de A através da membrana, de 
fora para dentro: 


A. Transporte não mediado 

O gradiente de potencial eletroquímico de uma substância Aéa 
força que impulsiona o fluxo não mediado de A através de um 
meio. Essa relação é expressa pela equação de Nernst-Planck: 

J A = - [A] U A ( dGJdx) [20.4] 

onde / A é o fluxo (velocidade de passagem por unidade de 
área) de A, x é a distância, dGJdx é o gradiente do potencial 
eletroquímico de A e U A é a sua mobilidade (velocidade por 
unidade de força) no meio. Presumindo-se, para simplificar, 
que A é uma molécula sem carga, de forma que G A é dado 
pela Equação [20.1], a equação se reduz a: 


AG a = RT ln í + Z a 3? Av[/ [20.3] 

^ L ^ J exterior ' 

onde Z^éa carga elétrica de A; 9% a constante de Faraday, 
é a carga de um mol de elétrons (96.485 C * mol -1 ); e G A é 
agora denominado potencial eletroquímico de A. 

O potencial de membrana das células vivas pode ser me- 
dido com microeletrodos. Valores de A^P de - 100 mV (in- 
terior negativo) não são raros (note que 1 V - 1 J • C '). 
Assim, o último termo da Equação [20.3] é, com frequência, 
significativo para substâncias iônicas. 


2 A CINÉTICA E OS MECANISMOS DE 
TRANSPORTE 

A termodinâmica indica se um dado processo de transporte 
será espontâneo, mas, como visto nas reações químicas e en- 
zimáticas, não dá indicação da velocidade desses processos. 
Análises cinéticas dos processos de transporte, juntamente 
com os estudos mecanísticos, têm, no entanto, permitido sua 
caracterização. Existem dois tipos de transporte: transpor- 
te não mediado e transporte mediado. O primeiro aconte- 
ce por difusão simples. Em contraste, o transporte mediado 
ocorre pela ação de proteínas carregadoras específicas, que 
são variadamente denominadas carreadores, permeases, car- 
regadores, transladases, translocadores e transportadores. O 
transporte mediado é classificado em duas categorias, depen- 
dendo da termodinâmica do sistema: 

1. Transporte mediado passivo ou difusão facilitada, no 

qual uma molécula específica flui da região onde está em 
alta concentração para onde está em baixa concentração, de 
modo a equilibrar seu gradiente de concentração. 

2. Transporte ativo, no qual moléculas específicas são 
transportadas da região onde estão em baixa concentração 
para onde estão em alta concentração, isto é, contra seus gra- 
dientes de concentração. Esse processo endergônico deve es- 
tar acoplado a um processo suficientemente exergônico que 
o torne favorável. 

Nessa seção, será considerada a natureza do transporte 
não mediado e comparada com o transporte mediado pas- 
sivo representado pelos ionóforos, as porinas, os transpor- 
tadores de glicose, os canais de K , os canais de Cl e as 
aquaporinas. O transporte ativo será examinado nas seções 
subsequentes. 


J A = -D A (d[A])/dx [20.5] 


onde D A = R TU Á é o coeficiente de difusão de A no meio 
de interesse. Essa é a primeira lei da difusão de Fick, que 
estabelece que uma substância se difunde na direção que anu- 
la seu gradiente de concentração, d[A\/dx, a uma velocidade 
proporcional à magnitude desse gradiente. 

Para uma membrana de espessura x, a Equação [20.5] é 
aproximada para 


J \ 


D 


a; 


([A] 


exterior 


-[A] 

interior} ([A] exterior ~ [A] interior ) 

[ 20 . 6 ] 


onde D a é o coeficiente de difusão de A no interior da mem- 
brana e P A ~ D a /x é denominado o coeficiente de permea- 
bilidade da membrana para A. O coeficiente de permeabi- 
lidade é indicativo da tendência do soluto em se transferir 
do solvente aquoso para o núcleo apoiar da membrana. Esse 
coeficiente deve variar com o coeficiente de partição do so- 
luto entre os dois solventes, que é dado pela relação entre a 
solubilidade do soluto em um solvente apoiar semelhante ao 
núcleo da membrana (p. ex., óleo de oliva) e sua solubilidade 
na água. De fato, o fluxo de muitas substâncias sem carga 
elétrica através da membrana do eritrócito varia linearmente 
com suas diferenças de concentração através da membrana, 
conforme previsto pela Equação [20.6] (Fig. 20.1). Além dis- 
so, seus coeficientes de permeabilidade, obtidos a partir da 
inclinação da curva mostrada na Fig. 20.1, têm uma melhor 


J, 


Inclinação = 


[ A ] ex terior 1 A Interior 


FIGURA 20.1 Relação linear entre o fluxo difiisional (J A ) e 
([A] acttrior — [A] interior ) através de uma membrana semipermeá 
vel. Ver Equação [20.6] . 
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FIGURA 20.2 Correlação da permeabilidade com a solubilidade na membrana. Coeficientes de permeabilidade na membrana 
plasmática de várias moléculas orgânicas da alga Nitella mucronata versus seus coeficientes de partição entre óleo de oliva e água 
(uma medida da polaridade da molécula). Esta curva, em escala logarítmica, quase linear indica que a etapa limitante da entrada 
não mediada de uma molécula à célula é a sua passagem através do núcleo hidrofóbico da membrana. (Com base em dados de 
Collander, R., Physiol Plant. 7, 433-434 [1954].) 


correlação com os coeficientes de partição medidos entre um 
solvente apoiar e a água (Fig. 20.2). 

B. A cinética do transporte mediado : o transporte de 
glicose nos eritrócitos 

Apesar do sucesso dos modelos precedentes em predizer as 
taxas de passagem de muitas moléculas através das mem- 
branas, existem várias combinações de solutos e membranas 
que não obedecem à Equação [20.6] . O fluxo em um sistema 
desse tipo não é linear com a diferença de concentração do 
soluto através da membrana correspondente (Fig. 20.3) e, 
além disso, o coeficiente de solubilidade do soluto é muito 
maior do que o esperado, tendo como base seu coeficiente de 
partição. Esse comportamento indica que esses solutos são 
transportados através da membrana na forma de complexos 
com moléculas carreadoras, isto é, eles passam por transporte 
mediado. 

O sistema que transporta glicose através da membrana 
do eritrócito é um exemplo bem caracterizado do transpor- 
te mediado passivo: a glicose é transportada invariavelmen- 
te a favor de seu gradiente de concentração, mas não na 
taxa predita pela Equação [20.6]. Na verdade, o transporta- 
dor de glicose dos eritrócitos apresenta quatro característi- 
cas que diferenciam o transporte mediado do não mediado: 
(1) velocidade e especificidade, (2) cinética de saturação, (3) 



FIGURA 20.3 Variação do fluxo da glicose em eritródtos hu- 
manos em função da concentração externa de glicose a 5°C. Os 

pontos pretos correspondem a dados determinados de forma 
experimental, e a linha sólida verde é obtida a partir da Equa- 
ção [20.7], onde J mAx = 1 X 10 (1 m M • cm • s 1 e K M = 0,5 m M . 
O fluxo não mediado de glicose aumenta de forma linear com o 
aumento da concentração do açúcar (Fig. 20.1), mas não inicia 
na linha de base na escala desta figura. (Com base em dados de 
Stein, W.D., Movement of Molecules across Membranes, p.134, 
Academic Press [1967].) 
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suscetibilidade à inibição competitiva e (4) suscetibilidade 
à inativação química . Nos parágrafos seguintes, será visto 
como tais propriedades são exibidas por esse transportador 
de glicose. 


a. Velocidade e especificidade 

Os dados da Tabela 20.1 indicam que os coeficientes de per- 
meabilidade da d - glicose e do D-manitol em bicamadas sinté- 
ticas, e o do D-manitol na membrana do eritrócito, estão em 
concordância aceitável com os valores calculados a partir dos 
coeficientes de difusão e de partição desses açúcares entre a 
água e o óleo de oliva. Contudo, o coeficiente de permeabi- 
lidade para a d - glicose na membrana do eritrócito, determi- 
nado experimentalmente, é quatro ordens de grandeza maior 
do que os valores esperados. A membrana do eritrócito deve, 
portanto, ter um sistema que transporta glicose rapidamente e 
que a distingue do D-manitol. 


b. Cinética de saturação 

A dependência de concentração do transporte da glicose in- 
dica que o seu fluxo obedece à relação: 


•l mÁx [ A ] 

Km + [A] 


[20.7] 


TABELA 20.1 


Coeficientes de permeabilidade de membranas 
naturais e sintéticas à D-glicose e ao D-manitol 


a25°C 


Preparaçao de membrana 

Bicamada lipídica sintética 
Difusão não mediada 
Eritrócito humano intacto 


Coeficiente de permeabilidade 


(cm * 

*■ ) 

D-glicose 

D-manitol 

2,4 X IO -10 

4,4 X 10' 11 

4 X 10“ 9 

3 X 10” 9 

2 X 10“ 4 

5 X 10” 9 


Fonte: Jung, C.Y., in Surgenor, D. (Ed). The Red Blood Cell, Vol. 2, p. 709, 
Academic Press (1975). 


na membrana, específicos e saturáveis, estavam envolvidos 
com o transporte de substâncias. 

O processo de transporte pode ser descrito por meio de 
um esquema simples de cinética de quatro etapas, envolven- 
do ligação, transporte, dissociação e recuperação (Fig. 20.4). 
As etapas de ligação e dissociação são análogas ao reconhe- 
cimento do substrato e à liberação do produto por uma enzi- 
ma. Os mecanismos de transporte e recuperação serão des- 
critos na Seção 20.2D . 


Esta função de saturação tem uma forma hiperbólica familiar 
(Fig. 20.3). Ela foi vista na equação que descreve a ligação do 
0 2 à mioglobina (Equação [10.4]) e na equação de Michaelis- 
Menten que descreve as velocidades das reações enzimáticas 
(Equação [14.24]). Aqui, também, o K M pode ser definido de 
forma operacional como a concentração de giicose quando o 
fluxo do transporte for a metade de sua velocidade máxima, 
7 máx /2. A observação da cinética de saturação para o trans- 
porte de glicose foi a primeira evidência a mostrar que sítios 


c. Suscetibilidade à Inibição competitiva 
Muitos compostos estruturalmente semelhantes à D-glico- 
se inibem o seu transporte. Uma curva de duplo-recíproco 
(Seção 14.2B) do fluxo de glicose para os eritrócitos na 
presença ou ausência de 6-O-benzil-D-galactose (Fig. 20.5) 
mostra o comportamento típico de inibição competitiva do 
transporte (a inibição competitiva no caso de enzimas é apre- 
sentada na Seção 14.3A). A suscetibilidade â inibição compe- 
titiva mostra que existe um número limitado de sítios disponí- 
veis para o transporte mediado. 


l. Ligação 


A [fora) 



4. Recuperação 


2. Transporte 



pooo 


dentro ^ 





T dentro * A {&ntro) 


A ( dentro ) 


3. Dissociação 


FIGURA 20.4 Esquema cinético geral para o transporte 
de membrana. O esquema envolve quatro etapas: ligação, 
transporte, dissociação e recuperação. T é a proteína trans- 
portadora cujo sítio de ligação para o soluto A está localizado 
alternadamente do lado de dentro ou do lado de fora da 
membrana. 


“ V^Af 



Glicose + 10 m M 

6-O-benzíl- 

-D-galactose 


Somente glicose 


l/[Glicose] 


FIGURA 20.5 Gráfico duplo-recíproco para o fluxo líquido da 
glicose ao interior de eritrócitos na presença e na ausência de 
6-O-benzil-D-galactose. O padrão é o de inibição competitiva. 
(Segundo Bamett, J.E.G., Holman,G.D., Charkley, R.A., e 
Munday, K.A., Biochem. 3. 145, 422 [1975].) 
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d. Suscetibilidade à inativação química 

O tratamento dos eritrócitos com HgCl 2 , que reage com os 
grupos sulfidril das proteínas, 

RSH + HgCl 2 -> RS— Hg— Cl + HC1 

inativando muitas enzimas, causa o desaparecimento do flu- 
xo de glicose rápido e saturável, de forma que a constante de 
permeabilidade da glicose se aproxima à do manitol. A sus- 
cetibilidade do sistema de transporte eritrocitário de glicose a 
tais agentes modificadores de proteínas indica que esse sistema 
é, de fato, uma proteína. 

Todas as observações descritas anteriormente indicam 
que o transporte de glicose através da membrana do eritrócito 
ê mediado por um número limitado de carreadores proteicos. 
Antes de se discutir o mecanismo desse sistema de transpor- 
te, contudo, serão examinados alguns modelos mais simples 
de difusão facilitada. 

C. lonóforos 

O conhecimento do transporte mediado foi ampliado pelo 
estudo dos ionóforos (do grego phoros — portador), substân- 
cias que aumentam muito a permeabilidade das membranas 
a determinados íons. 

a. Os ionóforos podem ser carreadores ou formadores de canal 
Os ionóforos são moléculas orgânicas de diversos tipos, mui- 
tos dos quais são antibióticos de origem bacteriana. As cé- 
lulas e as organelas mantêm, ativamente, gradientes de con- 
centração de vários íons através de suas membranas (Seção 
20.3A). As propriedades antibióticas dos ionóforos derivam 
de sua tendência em eliminar esses gradientes vitais. 

Existem dois tipos de ionóforos: 

1 Carreadores, que aumentam a permeabilidade das mem- 
branas a determinados íons por ligarem-se a eles, difimdirem- 
-nos através da membrana e liberá-los do lado oposto (Fig. 
20.6a). Para que ocorra um transporte líquido, o ionóforo 
não complexado deve retornar para o lado de origem da 
membrana, pronto para repetir o processo. Os complexos iô- 
nicos de todos os carreadores devem, portanto, ser solúveis 
em solvente apoiares. 

2. Formadores de canal, que formam canais ou poros 
transmembrana através dos quais determinados íons podem 
se difundir (Fig. 20.6b). 

Ambos os tipos de ionóforos transportam íons a uma velocida- 
de notável. Por exemplo, uma única molécula de valinomidna, 
um antibiótico carreador, transporta 10 4 íons K + por segundo 
através da membrana. Os formadores de canal têm um rendi- 
mento de transferência de íons ainda maior: por exemplo, cada 
canal de membrana formado pelo antibiótico gramicidina A 
permite a passagem de mais de 10 7 íons K • s _1 . A presença 
de ambos os tipos de ionóforos, mesmo em pequenas quan- 
tidades, aumenta muito a permeabilidade da membrana aos 
íons específicos transportados. Contudo, como os ionóforos 
permitem a difusão passiva de íons através de uma membrana 
em ambas as direções, seu efeito é unicamente o de equilibrar 
as concentrações desses íons específicos através da membrana. 

Os ionóforos carreadores e os formadores de canal po- 
dem ser facilmente distinguidos de forma experimental por 
meio de diferenças na dependência da temperatura para sua 


(a) Ionóforo carreador (b) Ionóforo formador 

de canal 




oooo 



FIGURA 20.6 Transporte de íons por ionóforos. («) Ionófo- 
ros carreadores transportam íons porque se difundem através 
da bicamada lipídica. (6) Ionóforos formadores de canal for- 
mam canais que atravessam a membrana, através dos quais os 
íons podem se difundir. 


atuação. Os carreadores dependem de sua capacidade de di- 
fusão livre através da membrana. Em consequência, o res- 
friamento da membrana abaixo de sua temperatura de tran- 
sição (a temperatura abaixo da qual ela se torna um sólido 
tipo gel; Seção 12.2Cb) elimina sua permeabilidade iônica na 
presença de carreadores. Em contraste, a permeabilidade da 
membrana na presença dos formadores de canal é insensí- 
vel à temperatura, pois, uma vez posicionados, os canais não 
precisam se mover para mediar o transporte dos íons. 

b. O complexo K -valinomicina tem o interior polar e o 
exterior tiidrofóbico 

A valinomicina, um produto de várias linhagens de bactérias 
do gênero Streptomyces e que liga especificamente íons K e 
o íon Rb - (este sem importância biológica), é talvez o ionó- 
foro carreador melhor caracterizado. O antibiótico é um dep- 
sipeptídeo cíclico que possui resíduos de d- e L-aminoácidos 
(Fig. 20.7a; um depsipeptídeo possui ligações éster além das 
ligações peptídicas). A estrutura com base em raios X do com- 
plexo valinomicina-K (Fig. 20.76) indica que o K + está coor- 
denado, no centro de um octaedro, pelos grupos carbonil dos 
seis resíduos de Vai, que também formam as ligações éster. A 
estrutura cíclica e com ligações de hidrogênio intramoleculares 
da valinomicina segue um padrão em zigue-zague que circunda 
a concha de coordenação do K + com um bracelete molecular 
sinuoso. Suas cadeias laterais metil e isopropil projetam-se para 
fora do bracelete, gerando o complexo esferoidal de exterior hi- 
drofóbico, o que a torna solúvel em solventes apoiares e no nú- 
cleo hidrofóbico das bicamadas lipídicas. A valinomicina não 
complexada com o K tem uma conformação mais aberta, o 
que possivelmente facilita a ligação rápida do íon. 

O íon K (raio iônico r — 1,33 À) e o íon Rb" (r = 1,49 
Á) acomodam-se perfeitamente no sítio de coordenação da 
valinomicina. Contudo, a rigidez do complexo torna esse sítio 
grande demais para acomodar adequadamente o íon Na" (r 
— 0,95 Á) ou o Li" (r = 0,60 À), isto é, os seis átomos de oxi- 
gênio das carbonilas não podem coordenar esses íons simul- 
taneamente. Assim, os complexos desses íons com água são 
mais favoráveis energeticamente do que seus complexos com 
a valinomicina. Isso é responsável pela afinidade de ligação 
da valinomicina pelo Na" ser 10.000 vezes menor do que pelo 
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(a) 


xi-isovalérico 

Valinomicina 


FIGURA 20.7 Yalinomidna. (a) Este depsipeptídeo cíclico 
(possui ligações éster e amida) contém d- e L-aminoácidos. (b) A 
estrutura por raios X da valinomicina em complexo com um íon 
K 1 mostrada na forma de bastão colorido de acordo com o tipo 
de átomo (C verde, H cinza, N azul, O vermelho e K 1 púrpura) 
e embebida em sua superfície molecular. Observe que o íon K 
está em coordenação octaédrica com os átomos carbonil de seis 
resíduos de Vai da valinomicina e que a superfície do complexo é 
amplamente coberta por grupos metil. (Com base em uma estru- 
tura por raios X obtida por Max Dobier, ETH, Zurique, Suíça.) 


K \ Nenhuma outra substância conhecida discrimina tão bem 
K 1 e Na \ Se conhece uma grande variedade de ionóforos 
carre adores com características semelhantes, mas com estru- 
turas químicas e especificidades por íons metálicos diferentes. 

D. Maltoporína: a base estrutural da discriminação entre 
açúcares 

As porinas são proteínas transmembrana homotriméricas 
que facilitam o transporte de pequenas moléculas e de íons 
através da membrana externa de bactérias gram-negativas 
e das mitocôndrias. Cada subunidade consiste em um bar- 
ril p antiparalelo contendo de 16 a 22 fitas que formam um 
canal acessível a solvente ao longo do eixo do barril (Seção 




12.3Ad). Na porina OmpF de E. coli (Fig. 12.27), esse canal 
tem —50 Â de comprimento e possui uma constrição próxi- 
ma ao centro da molécula, formando um poro elíptico com 
uma secção transversal mínima de 7 X 11 Á. Como conse- 
quência, solutos maiores do que —600 daltons são demasia- 
damente grandes para passar através do canal. 

A maltoporína é uma porina bacteriana que facilita a difu- 
são das maltodextrinas (oligossacarídeos de glicose em ligação 
a [1 -> 4] produzidos pela degradação do amido; p. ex., mal to- 
se [Fig. 11.13]). A estrutura por raios X da maltoporína de E. 
coli (Fig. 20.8), determinada por Tilman Schirmer, revela que 
essa proteína tem semelhança estrutural com a porina OmpF 
(Fig. 12.27), mas cada subunidade do canal transportador é 


FIGURA 20.8 Estrutura por raios X de uma subunidade da mal- 
topo rina de E. coli formando complexo com uma maltodextrina 
com seis unidades de glicosil (Glc È ). A estrutura é vista de dentro 
da membrana externa da bactéria, tendo acima sua superfície ex- 
tracelular. O esqueleto polipeptídico está representado por uma 
fita em ziguezague múltiplo (dano ) . A Glc È (somente cinco das 
unidades glicosil são observadas) e as cadeias laterais aromáticas 
que revestem a região estreitada do canal proteico de transporte 
centralizado são mostradas na forma de preenchimento espacial 
e coloridas de acordo com o tipo de átomo (N em azul, O em 
vermelho, C das cadeias laterais da proteína em amarelo-ouro, 

C dos grupos glicosil em verde). Observe a pronunciada torção 
helicoidal para a esquerda da unidade Glc 6 . O chamado escorre- 
gador apoiar, que consiste nas cadeias laterais aromáticas de seis 
resíduos (o W74 é contribuição de uma alça suspensa de uma 
subunidade adjacente), está bem de acordo com essa forma. A 
cadeia lateral de Y118 se projeta para dentro do canal no lado 
oposto ao escorregador apoiar, de forma a permitir somente o 
trânsito de grupos quase planos, como os resíduos de glicosil. 

Os grupos hidroxila da maltodextrina estão arranjados em duas 
faixas que flanqueiam o escorregador apoiar (somente uma delas 
pode ser vista aqui), formando uma extensa rede de ligações de 
hidrogênio, principalmente com cadeias laterais carregadas (não 
mostradas). (Com base em uma estrutura por raios X, obtida por 
Tilman Schirmer, University of Basel, Suíça. PDBid IMPO.) 
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constituída por um barril p antiparalelo de 18 fitas e não de 16. 
Três longas alças dobram-se, a partir da face extracelular de 
cada subunidade, na direção do interior do barril, reduzindo o 
diâmetro do canal para ~5 Á na região próxima ao centro da 
membrana (o que é consideravelmente menor do que a aber- 
tura da OmpF) e conferindo-lhe uma secção transversal em 
forma de ampulheta. Um dos lados do canal é revestido com 
uma série de seis aminoácidos aromáticos contíguos, organiza- 
dos em uma hélice voltada para a esquerda que se encaixa na 
curvatura helicoidal à esquerda da a-amilose (Fig. 11.18). Esse 
“escorregador oleoso” estende-se desde a base do vestíbulo do 
canal, através da sua constrição, até a região periplásmica. 

A maneira pela qual os oligossaearídeos interagem com 
a maltoporina foi investigada a partir da determinação da es- 
trutura por raios X da proteína e dela em complexo com as 
maltodextrinas Glc 2 (maltose), Glc 3 , Glc 6 e com a sacarose 
(um dissacarídeo formado por glicose e frutose; Figura 11.13). 
Duas moléculas de Glc z , uma molécula de Glc 3 e um segmen- 
to Glc s da G1 c 6 ocupam o canal da maltoporina, entrando 
em contato e encaixando-se no escorregador oleoso. Assim, 
a face hidrofóbica dos resíduos de glicosil da maltodextrina 
se encaixa nas cadeias laterais aromáticas, como se observa 
com frequência em complexos de açúcares com proteínas. Os 
grupos hidroxila da glicose, que estão organizados em duas 
faixas ao longo das bordas opostas da maltodextrina, formam 
numerosas ligações de hidrogênio com as cadeias laterais po- 
lares que recobrem essas faixas. Seis dessas sete cadeias la- 
terais polares são carregadas, o que provavelmente reforça 
suas ligações de hidrogênio, como se observa em complexos 
de açúcares com proteínas. A Tyr 118, que se projeta para 
dentro do canal no lado oposto ao escorregador oleoso, fun- 
ciona aparentemente como uma barreira estérica que permite 
somente a passagem de grupos quase planares, como os resí- 
duos de glicosil. Assim, a sacarose, em formato de gancho, 
que é transportada de forma bem lenta pela maltoporina, 
liga-se à proteína somente por seu resíduo de glicose inserido 
na região de constrição do canal, enquanto seu resíduo de fru- 
tose, mais volumoso, estende-se para o vestíbulo extracelular. 

As estruturas descritas anteriormente sugerem um mo- 
delo para o transporte seletivo das maltodextrinas pela mal- 
toporina. No início do processo de translado, o resíduo gli- 
cosil interage prontamente com a extremidade acessível do 
escorregador oleoso no vestíbulo extracelular do canal. A 
continuação do translado ao longo do canal helicoidal exige 
que a maltodextrina siga um caminho em espiral, semelhan- 
te ao movimento de um parafuso através de uma porca, que 
mantém a estrutura helicoidal do oligossacarídeo, excluindo, 
dessa forma, moléculas de mesmo tamanho, mas que tenham 
formas diferentes. Devido à superfície lisa do escorregador 
oleoso e dos grupos polares múltiplos na constrição do canal, 
que permitem a troca contínua de ligações de hidrogênio à 
medida que a maltodextrina se desloca através da constrição, 
é improvável que o processo de translado encontre alguma 
grande barreira energética. Assim, a maltoporina pode ser 
considerada uma enzima que catalisa o translado de seu 
substrato de um compartimento para outro. 

E. Transporte mediado passivo da glicose 

O transportador de glicose dos eritrócitos humanos é uma 
glicoproteína de 492 resíduos que, de acordo com a análi- 


FIGURÂ 20.9 Estrutura secundária predita do transportador 
de glicose e sua orientação na membrana. 

se de hidropatia da sua sequência (Seções 8.4C e 12.3Aa), 
possui 12 hélices a transmembrana (Fig. 20.9) que forma- 
riam um cilindro hidrofóbico. Cinco dessas hélices (3, 5, 7, 
8 e 11 são anfipáticas, e muito provavelmente são as que 
formam um canal hidrofííico através do qual a glicose é 
transportada. Um domínio de 66 resíduos altamente carre- 
gado, situado entre as hélices 6 e 7, e o domínio C-terminal 
de 43 resíduos localizam-se no citoplasma, enquanto um 
domínio de 34 resíduos ligado a carboidratos, situado entre 
as hélices 1 e 2, localiza-se no exterior da célula. O trans- 
portador de glicose representa 2% das proteínas da mem- 
brana do eritrócito e migra como a banda 4,5 em géis de 
SDS-poliacrilamida de membranas eritrocitãrias (Seção 
12.3Da; não está visível no gel mostrado na Fig. 12.37, pois 
a heterogeneidade dos oligossaearídeos torna a banda pro- 
teica difusa). 

a. O transporte da glicose é realizado por melo de um 
mecanismo de poro com portão 
O transportador de glicose dos eritrócitos possui sítios de 
ligação à glicose nos dois lados da membrana, que apresen- 
tam exigências estéricas diferentes. John Barnett mostrou 
que a 1-propilglicose se liga somente à superfície citoplas- 
mática do transportador, enquanto a 6-propilglicose se liga 
somente à sua superfície extracelular. Ele propôs, então, 
que o transportador de glicose apresenta duas conforma- 
ções alternadas: uma com o sítio de ligação à glicose vol- 
tado para a superfície externa da célula, exigindo contato 
com O t e deixando livre o 0 6 , e a outra com o sítio de liga- 
ção voltado para o citoplasma, exigindo contato com o 0 6 
e deixando livre o O t (Fig. 20.10). O transporte acontece, 
aparentemente, pela ligação da glicose à proteína em um dos 
lados da membrana, seguido de uma mudança conforma - 
cional que fecha o primeiro sítio e expõe o outro. A glicose 
pode dissociar-se da proteína depois de ter sido translocado 
através da membrana. O ciclo de transporte desse poro com 
portão é completado pela reversão do transportador à sua 
conformação inicial na ausência da glicose. Uma vez que o 
ciclo pode ocorrer em ambas as direções, a direção do trans- 
porte líquido da glicose é do lado de maior concentração 
para o lado de menor concentração do açúcar. Dessa forma, 
o transportador garante o equilíbrio da concentração de gli- 
cose através da membrana do eritrócito sem vazamento de 
pequenas moléculas e íons. 
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FIGURA 20.10 Modelo de conformação alternada para o 
transporte da glicose. Esse sistema é também conhecido como 
um “poro com portão”. (Conforme Baldwin, S. A., and Lie- 
nhard, G.E., Trends Biochem. Sei. 6, 210 [1981].) 
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Todos são membros da superfamflia do faciiitador principal 

(MSF, de major facilitator superfamily). 

c. A captação celular da glicose é regulada pela exoeitose/ 
endocitose dos transportadores sensível à Insulina 
A insulina estimula a captação da glicose pelas células adipo- 
sas e musculares. Em 2 ou 3 minutos após a administração de 
insulina às células adiposas, o J máx para o transporte mediado 
passivo de glicose por essas células aumenta de 20 a 30 ve- 
zes, enquanto o K M permanece constante. Após a remoção 
da insulina, a taxa de captação da glicose retoma ao seu nível 
basal dentro de 20 minutos a 2 horas, dependendo das con- 
dições. O aumento e a redução na velocidade de transporte 
da glicose não são afetados pela presença de inibidores de 
síntese proteica, portanto esse aumento e essa redução não 
podem ser consequência da síntese de novos transportadores 
ou de uma proteína que os iniba. De que forma, então, a in- 
sulina regula o transporte da glicose? 

O GLUT 4 é o transportador dominante no músculo es- 
quelético e nas células adiposas. No seu estado basal estas cé- 
lulas armazenam os GL UT4 em vesículas especializadas de 
armazenamento de GLUT4. Sob estímulo da insulina , essas 
vesículas fundem-se com a membrana plasmática em um pro- 
cesso conhecido como exoeitose (Fig. 20.11). O consequente 
aumento do número de transportadores na superfície celular 
resulta em um aumento proporcional da taxa de captação de 
glicose pelas células. Após a remoção da ins ulin a, o processo 


b. Os erítrócitos expressam uma grande variedade de 
transportadores de glicose 

O transportador de glicose dos eritrócitos, também conhecido 
como GLUT1 (de glucose transporter 1 ) , tem uma sequên- 
cia de aminoácidos altamente conservada (98% de identida- 
de entre humanos e ratos), o que sugere que todos os seg- 
mentos dessa proteína são funcionalmente significantes. O 
GLUT1 é expressado na maioria dos tecidos, embora esteja 
em quantidade muito pequena em tecidos que realizam muito 
transporte de glicose, como fígado e músculo. Foram bem ca- 
racterizados outros três transportadores, GLUT2, GLUT3 e 
GLUT4 (originalmente, o GLUT5 foi considerado um trans- 
portador de glicose, porém mais tarde foi identificado como 
um transportador de frutose). Eles apresentam entre 40 e 
65 % de identidade com o GLUT1 , mas estão presentes em 
tecidos diferentes. Por exemplo, o GLUT2 é abundante nas 
células (3 pancreáticas (que secretam insulina em resposta à 
alta concentração sanguínea de glicose; Seção 18.3F), no fí- 
gado (onde sua deficiência resulta em sintomas semelhantes 
aos da doença de armazenamento de glicogênio Tipo I; Seção 
18.4), e no intestino (que absorve a glicose da dieta; Seção 
20.4A); GLUT3 é expressado nos neurônios e na placenta, 
enquanto o GLUT4 ocorre principalmente no músculo e nas 
células adiposas. É importante observar que a distribuição tis- 
sular desses transportadores tem correlação com a resposta 
dos tecidos à insulina: o fígado é insensível à insulina (esse 
órgão atua na manutenção dos níveis sanguíneos de glicose; 
Seção 18.3Fb), enquanto o músculo e as células adiposas cap- 
tam glicose sob estímulo de insulina. A análise do genoma hu- 
mano identificou oito outros membros da família GLUT, de 
GLUT 6 até GLUT12 e IIMIT (de H ' coupled myo-inositol 
transporter, ou transportador de mio-inositol acoplado a H ) 
embora ainda não estejam completamente caracterizados. 



FIGURA 20.11 Regulação da captação da glicose pelas células 
musculares e adiposas. A regulação é mediada pela exoeitose 
estimulada por insulina (o oposto da endocitose; Seção 12.5Bc) 
das vesículas contendo os transportadores GLUT4 ( à esquer- 
da). Após remoção da insulina, o processo é revertido pela en- 
docitose (à direita), dff Ver Figuras animadas 
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é revertido pela endocitose dos transportadores. A remoção 
ou mutação dos oito resíduos N-terminais do GLUT4, espe- 
cialmente Phe 5, faz esse transportador se acumular na mem- 
brana plasmática. Uma sequência de Leu-Leu e um motivo 
ácido próximo da extremidade C-terminal do GLUT4 são da 
mesma forma essenciais para que a proteína seja sequestrada 
pela maquinaria endocítica celular. Não está totalmente es- 
clarecido como a insulina controla esse sistema, responsável 
pela maioria dos efeitos do hormônio nas células musculares 
e adiposas. Contudo, está claro que o mecanismo envolve 
uma cascata de fosforilação de tirosinas que é desencadeada 
pela ligação da insulina ao seu receptor (Seção 19.3 Ac e Fig. 
19.67), e inclui a ativação de uma fosfoinositídeo-3-cinase de 
classe IA (PI3K; Seção 19.4Da). 

F. Canais de K : discriminação entre íons 

Os íons potássio difundem-se do citoplasma (onde [K ’] > 
100 mM) para o espaço extracelular (onde [K J < 5 m M) 
através de proteínas transmembrana conhecidas como canais 
de K 4 , um processo que é a base de numerosos e importantes 
processos biológicos, entre os quais estão a manutenção do 
balanço osmótico celular, a neuro transmissão (Seção 20.5) e 
a transdução de sinal (Capítulo 19). Apesar de existir uma 
grande diversidade de canais de K 4 , mesmo em um só orga- 
nismo, todos apresentam sequências semelhantes, possuem 
características de permeabilidade comparáveis e, o mais im- 
portante, são pelo menos 10.000 vezes mais permeáveis ao 
K r do que ao Na + . Uma vez que essa alta seletividade (quase 
a mesma da valinomicina; Seção 20.2Cb) implica em intera- 
ções energeticamente fortes entre o íon e a proteína, como 
pode o canal manter uma taxa de transporte, próxima do li- 
mite de difusão, de 10 8 íons por segundo (uma taxa IO"* vezes 
maior do que a da valinomicina) ? 

a. A estrutura por raios X da KcsA revela a base da 
seletividade dos canais de K 4 

O canal de K 1 de Streptomyces lividans, KcsA, é um tetrâ- 
mero com subunidades idênticas de 158 resíduos. A estru- 
tura por raios X do segmento N- terminal de 125 resíduos, 
determinada por Roderick MacKinnon, revela que cada su- 
bunidade forma duas hélices transmembranas quase parale- 
las, inclinadas em um ângulo de —25° em relação ao plano 
da membrana e conectadas por uma região de poro de —20 
resíduos (Fig. 20.12a). Como se observa em todos os canais 
de K conhecidos, quatro subunidades associam-se forman- 
do um arranjo simétrico de ordem quatro circundando um 
poro central. As quatro hélices internas (C-terminais), que 
basicamente formam o poro, comprimem-se umas contra as 
outras próximo à face citoplasmática da membrana, à seme- 
lhança dos polos de um cone invertido. As quatro hélices ex- 
ternas voltadas para a bicamada lipídica suportam as héüces 
internas, mas não entram em contato com as hélices externas 
adjacentes. As regiões de poro, que consistem em uma torre, 
uma héüce e um filtro seletivo, ocupam a base extracelular 
aberta do cone, com as hélices do poro encaixando-se entre 
seus polos. Vários íons K 4 e moléculas de água ordenadas 
ocupam o poro central (Figs. 20. 1 26 e 20.13o). 

O poro central, de 45 Á de comprimento, possui largu- 
ra variável: ele começa no lado citoplasmático (Fig. 20.126, 
parte inferior) como um túnel de 6 Â de diâmetro e 18 À 


de comprimento, consistindo no poro interno, cuja entrada 
é revestida por quatro cadeias laterais aniônicas que prova- 
velmente auxiliam na exclusão dos ânions (área em verme- 
lho na parte inferior da Fig. 20 .12b). O poro interno então se 
alarga, formando uma cavidade com 10 Â de diâmetro. Essas 
regiões do poro central são, ambas, suficientemente largas 
para que o íon K 4 possa se deslocar através delas em seu es- 
tado hidratado. Contudo, a parte superior do poro, o filtro 
seletivo, estreita- se até 3 À, o que força o íon K a repelir 
sua água de hidratação. As paredes da cavidade do poro in- 
terno são revestidas por grupos hidrofóbicos que interagem 
muito pouco com os íons em difusão (área amarela do poro 
na Fig. 20.126). No entanto, o filtro seletivo (área vermelha 
do poro na parte superior da Figura 20.16126) é revestido 
por oxigénios de carbonilas da cadeia principal de resíduos 
(Fig. 20.13a, parte superior) que são altamente conservados 
em todos os canais de K 1 (sequência conhecida como sua as- 
sinatura, TVGYG) e cuja mutação destrói a capacidade do 
canal em discriminar entre os íons K e Na 4 . 

Qual é a função da cavidade? Cálculos energéticos in- 
dicam que, ao se deslocar através de um poro estreito, o íon 
deve transpor uma barreira de energia que é máxima no 
centro da membrana. A existência da cavidade reduz essa 
desestabiüzação eletrostática, pois circunda o íon com mo- 
léculas de água polarizáveis (Fig. 20.12c). Além disso, as ex- 
tremidades C-terminais das quatro hélices do poro apontam 
diretamente para o centro da cavidade, de forma que seus 
dipolos impõem um potencial eletrostático negativo na cavi- 
dade, reduzindo assim a barreira eletrostática que se opõe à 
passagem do cátion através da bicamada lipídica. 

É notável que o íon K que ocupa a cavidade está liga- 
do a 8 moléculas de água ordenadas, localizadas nos vér- 
tices de um antiprisma quadrado (um cubo com uma face 
torcida em um ângulo de 45° em relação à face oposta) no 
qual o íon está centralizado (Fig. 20.13a, parte inferior, sa- 
bia-se que o íon K em solução aquosa possuía uma capa 
de hidratação interna, mas que nunca havia sido visualizada 
anteriormente). O íon está centralizado na cavidade, mas 
as moléculas de água ligantes não estão em contato de van 
der Waals com as paredes da cavidade. De fato, existe es- 
paço na cavidade para acomodar —40 moléculas adicionais 
de água, embora estas não sejam visualizadas na estrutura 
por raios X, pois estão desordenadas. Essa desordem sur- 
ge porque a cavidade é recoberta por grupos hidrofóbicos 
(principalmente pelas cadeias laterais da Ile 100 e da Phe 
103; Fig. 20.13a) que interagem fracamente com as molé- 
culas de água, permitindo-lhes interagir livremente com o 
íon K e levando à formação de uma capa de hidratação 
externa. O que, então, mantém o íon hidratado na posição 
correta? Aparentemente são ligações de hidrogênio indire- 
tas muito fracas que envolvem os grupos proteicos, como os 
grupos hidroxila da Thr 107, e possivelmente os oxigénios 
carbonílicos do poro e das hélices internas. A ausência de 
um complexo de hidratação ordenado quando a cavidade 
é ocupada pelo íon Na 4 em vez do íon K é indicativa de 
uma combinação geométrica precisa entre o íon hidratado 
e a cavidade (os raios iônicos do Na e do K são, respecti- 
vamente, 0,95 À e 1,33 À). Por isso, a cavidade proporciona 
uma alta concentração efetiva de K + (~2 M) no centro da 
membrana e posiciona o íon no eixo do poro, pronto para 
entrar no filtro seletivo. 
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FIGURA 20.12 Estrutura por raios X do canal de K KcsA. 

(a) Diagrama de fitas do tetrâmero conforme visto de dentro do 
plano da membrana, tendo acima a região extracelular e abaixo 
o citoplasma. O eixo rotacional de ordem 4 da proteína é verti- 
cal e cada uma das suas subunidades idênticas está representada 
com uma cor diferente. ( b ) Diagrama em corte visto de maneira 
similar à Parte a, no qual o canal de K ! está representado por 
sua superfície acessível ao solvente. A superfície está colorida 
de acordo com suas propriedades físicas, em vermelho as áreas 
carregadas negativamente, em branco as áreas sem carga, em 
azul as áreas carregadas positivamente e em amarelo as áreas 
hidrofóbicas do canal central. Os íons K estão representados 
pelas esferas verdes, (c) Diagrama esquemático indicando como 
o canal de K " estabiliza um cátion no centro da membrana. A 
cavidade aquosa com 10 A de diâmetro do poro central (que 
contém 50 moléculas de água) estabiliza um íon K ( esferas 
verdes ) no interior hidrofóbico da membrana. Além disso, todas 
as extremidades C-terminais das hélices do poro (em vermelho ) 
apontam para o íon K ' , estabilizando-o eletrostaticamente devi- 
do a seus momentos de dipolo (uma hélice a tem um momento 
dipolar forte, com sua extremidade negativa apontando para a 
extremidade C-terminal da hélice, já que todos os dipolos for- 
mados pelos grupos carbonil e N — H estão paralelos ao eixo da 
hélice; Fig. 8.11). Esse efeito é amplificado pela baixa constante 
dielétrica no centro do interior da membrana. Os cálculos ele- 
trostáticos indicam que a cavidade é ajustada para estabilizar ao 
máximo cátions monovalentes. (Cortesia de Roderick MacKin- 
non, Rockefeller University, EUA. PDBid 1BL8.) 




Como o canal discrimina tão acuradamente entre os íons 
K + e Na 1 ? Os oxigénios da cadeia principal que recobrem 
o filtro seletivo formam uma pilha de anéis (Fig. 20.13a; 
parte superior ) que gera uma série de sítios espaçados de 
dimensões apropriadas para coordenar os íons K 1 desidra- 
tados, mas não os íons Na + , que são menores. Se o diâme- 
tro observado do filtro seletivo for firmemente mantido, ele 
poderia tornar a energia do Na 1 desidratado no filtro sele- 
tivo consideravelmente maior do que a do íon hidratado e 
assim ser o responsável pela alta seletividade dos canais de 
K~. Contudo, as proteínas não são estruturas estáticas. Na 
verdade, evidências por raios X e por simulações de dinâ- 
mica molecular (Seção 9.4a) indicam que, em temperaturas 
fisiológicas, os átomos que formam o filtro de seletividade 
KscA são submetidos a desvios térmicos com média de 1 À, 
flutuações suficientes para acomodar confortavelmente os 
íons Na 1 com um custo energético baixo. Em vez disso, são 
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FiQURA 20.13 Porções do canal de K KcsA responsáveis por sua seletividade iônica, vistas de forma similar à Fig. 20.12. (a) A 

estrutura por raios X dos resíduos que formam a cavidade (parte inferior ) e o filtro de seletividade (no topo), mas com as subunida- 
des da frente e de trás omitidas para maior clareza. Os átomos estão coloridos de acordo com o tipo, com C em amarelo, N em azul, 
O em vermelho e os íons K ' representados como esferas verdes. Os átomos O da água e da proteína que ligam os íons K , incluin- 
do aqueles pertencentes às subunidades da frente e de trás, estão representados por esferas vermelhas. Os poliedros de coordena- 
ção formados por esses átomos O estão contornados por finas linhas brancas. ( b e c) Dois estados alternativos do filtro de seletivi- 
dade para ligação ao K , cuja sobreposição, presume-se, é responsável pela densidade eletrônica observada na estrutura por raios 
X do KcsA. Os átomos estão coloridos como na Parte a. Note que os íons K 1 que ocupam o filtro de seletividade estão intercalados 
com moléculas de água e que o íon imediatamente acima do filtro na Parte b está mais longe acima da proteína do que o da Parte 
c. Consequentemente, esses íons mantêm um espaçamento constante enquanto estão atravessando o filtro de seletividade. (Parte a 
com base em uma estrutura por raios X obtida por Roderick MacKinnon, e Partes bec cortesia do mesmo autor, Rockefeller Uni- 
versity, EUA. PDBid 1K4C.) jfb Ver Exercício interativo 14 


as interações eletrostáticas dos grupos carbonil com o cátion 
e entre si que conferem especificidade para a ligação dos íons 
K , conforme foi demonstrado por cálculos de energia livre. 
Isto é consistente com a observação que os canais proteicos 
específicos para Na T não evoluíram pelo refinamento da es- 
trutura de um canal tipo KscA. 


Uma vez que o filtro seletivo parece proj etado para li- 
gar especificamente íons K f , como ele suporta a alta taxa de 
travessia desses íons (10 8 íons • s 1 ) ? A estrutura apresenta- 
da na Fig. 20.13a mostra o que parecem ser quatro íons K 
no filtro seletivo e mais dois fora dele, exatamente no lado 
extracelular. Esses íons positivos muito próximos repelem- 



Bioquímica 755 


-se fortemente e por isso representam uma situação de alta 
energia. Contudo, muitas evidências sugerem que essa es- 
trutura é, na verdade, uma sobreposição de dois conjuntos 
de íons K , um com os íons na posição mais alta na Fig. 
20.13a e nas posições 1 e 3 no filtro seletivo (Fig. 20.13 b), 
e o outro com os íons na segunda posição a partir da parte 
superior da Fig. 20.13a e nas posições 2 e 4 no filtro sele- 
tivo (Fig. 20.13c; as estruturas por raios X podem mostrar 
átomos sobrepostos, pois são médias de muitas unidades 
celulares). Dentro do filtro seletivo, as posições não ocupa- 
das pelos íons K são ocupadas por moléculas de água que 
coordenam os íons K + vizinhos. 

A densidade eletrônica representada pelas 4 moléculas 
de água na parte mais alta da Fig. 20.13a está muito alonga- 
da na direção vertical nessa estrutura de alta resolução (2,0 
Ã). Por isso, imagina-se que provenha na verdade de 8 mo- 
léculas de água que se ligam ao íon K na posição mais alta 
na Fig. 20.136, formando uma capa de hidratação interna 
semelhante à do K na cavidade central (Fig. 20.13a, par- 
te inferior ). Além disso, as 4 moléculas de água ligadas ao 
K representado na parte mais alta da Fig. 20.13c também 
contribuem para essa densidade eletrônica. Esse último 
anel de 4 águas fornece a metade dos 8 átomos de oxigê- 
nio associados ao íon K . Os demais são fornecidos pelos 
oxigénios carbonílicos dos 4 resíduos de Gly 79 que estão 
orientados corretamente para isso. Parece, então, que o íon 
K desidratado transita pelo filtro seletivo (move-se para 
posições sucessivas na Fig. 20.136, c), pela troca com os li- 
gantes espaçados de forma adequada que se estendem das 
paredes do filtro, e sai para o líquido extracelular, pela tro- 
ca dos ligantes proteicos por moléculas de água, adquirindo 
novamente uma capa de hidratação. Esses ligantes estão 
espaçados e orientados de forma a haver pouca mudança 
de energia livre (estimada em < 12 kJ • mol 1 ) ao longo da 
reação coordenada através da qual o íon K atravessa o fil- 
tro seletivo e alcança o líquido extracelular. A desidratação 
rápida do íon K + que entra no filtro a partir da cavidade é 


presumivelmente controlada de forma semelhante. É certo 
que a “paisagem” de energia livre essencialmente nivela- 
da ao longo desse processo promove o trânsito rápido de 
íons K pelo canal, e deve ser resultado de fino ajuste evo- 
lucionário. Os cálculos de energia indicam que a repulsão 
eletrostática mútua entre os íons K sucessivos, cujos movi- 
mentos estão coordenados, equilibra as interações atrativas 
que mantêm esses íons no filtro seletivo, facilitando ainda 
mais sua passagem rápida. 

G. Canais de C/~ 

Os canais de Cl ", que ocorrem em todos os tipos celulares, 
permitem o movimento transmembrana de íons cloreto a fa- 
vor de seu gradiente de concentração. Nos mamíferos, a con- 
centração extracelular de Cl” é de 120 m M e a intracelular é 
de 4 m M. 

Os canais CIC formam uma grande família de canais 
de Cl que ocorrem em todos os seres vivos. As estruturas 
por raios X dos canais CIC de duas espécies de bactérias, 
determinadas por Raimund Dutzler e MacKinnon, revelam, 
conforme previamente sugerido por medidas biofísicas, que 
os canais CIC são homodímeros com subunidades contendo 
—470 resíduos cada uma formando um poro aniônico sele- 
tivo (Fig. 20.14). Cada subunidade consiste principalmente 
em 18 hélices ct na maioria transmembrana que estão inclina- 
das com relação ao plano da membrana e têm comprimentos 
variáveis quando comparadas às hélices transmembrana de 
outras proteínas integrais de estruturas conhecidas. Os seg- 
mentos N e C-terminais de cada subunidade estão relaciona- 
dos por um eixo de pseudossimetria de ordem 2 paralelo ao 
plano da membrana e por isso os dois segmentos têm orien- 
tações opostas na membrana. Isto sugere que o canal CIC se 
originou por duplicação genica embora esses dois segmentos 
exibam apenas uma fraca similaridade de sequências. Tal ar- 
quitetura antiparalela ocorre em vários tipos de proteínas de 
transporte transmembrana. 



FIGURA 20.14 Estrutura por raios X do canal de Cl” CIC de E. coli. Cada subunidade do homodímero possui 18 hélices a de 
comprimentos variáveis. As subunidades estão desenhadas na forma de fita e uma delas está colorida de acordo com as cores do 
arco-íris, da extremidade N-terminal (azul) para a extremidade C-terminal (vermelho), e a outra em cor-de-rosa. Os dois íons Cl’ 
ligados ao filtro de seletividade de cada subunidade estão representados por esferas verde-claro, (a) Vista a partir do lado interno 
da membrana com a superfície extracelular acima e o eixo de simetria de ordem 2 que relaciona as duas subunidades na posição 
vertical. ( b ) Vista a partir do lado extracelular da membrana ao longo do eixo de ordem 2. (Com base em uma estrutura por raios 
X obtida por Raimund Dutzler e Roderick MacKinnon, Rockefeller University, EUA. PDBid ÍOTS.) 
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O canal CIC de Cl” está localizado na interface entre 
seus segmentos N e C terminais. A especificidade do canal 
é resultado de um campo eletrostático formado por aminoá- 
cidos básicos na superfície da proteína, que ajuda na condu- 
ção dos ânions para o poro, e por um filtro de seletividade 
formado pelos dipolos de várias hélices a orientadas com 
suas extremidades N-terminais carregadas positivamente 
apontando para os íons Cl” (em oposição à sua orientação 
no canal KcsA; Fig. 20.12c). Esta característica do filtro de 
seletividade auxilia os íons Cl”, os quais são especificamente 
coordenados pelos nitrogénios amídicos da cadeia principal 
e pelas hidroxilas das cadeias laterais dos resíduos de Ser e 
Tyr. Um resíduo positivamente carregado como Lys ou Arg, 
se estivesse presente no filtro de seletividade, provavelmente 
ligaria um íon Cl” muito fortemente, o que dificultaria seu 
trânsito rápido através do canal. 

Ao contrário do canal KcsA, que possui uma cavidade 
central aquosa (Fig. 20.12c), o canal de Cl” tem a forma de 
uma ampulheta, com sua parte mais estreita no centro da 
membrana e flanqueada por vestíbulos aquosos mais largos. 
Uma cadeia lateral de um Glu conservado se projeta para 
dentro do poro. Este grupo repele outros ânions, sugerindo 
que o fluxo rápido de Cl " requer uma mudança na conforma- 
ção na proteína na qual a cadeia lateral do Glu se afasta do 
poro. Outro ânion empurraria o Glu, o que explica porque 
alguns canais de Cl " parecem ser ativados por íons Cl”, isto 
é, se abrem em resposta a uma determinada concentração de 
Cl no fluido extracelular. 

H. Aquaporínas 

A passagem rápida de moléculas de água observada através 
das membranas biológicas é assumida desde muito tempo 
como feita por difusão simples sendo possível pelo peque- 
no tamanho e a alta concentração das moléculas de água. 
No entanto, determinadas células, como os eritrócitos e as 
células renais, sustentam velocidades relativamente rápidas 
de transporte de água, as quais são inibidas reversivelmente 
pelo íon mercúrio. Isto sugere a existência de poros proteicos 
desconhecidos que conduzem a água através das membranas 
biológicas. A primeira dessas proteínas foi descoberta por 
Peter Agre em 1992, que as denominou aquaporínas. 

As aquaporinas ocorrem amplamente em todos os seres 
vivos. As plantas possuem até 50 aquaporinas diferentes, o 
que indica a importância do transporte de água para a fisio- 
logia vegetal. As 13 aquaporinas de mamíferos conhecidas, 
AQPO a AQP12, são expressadas seletivamente em altos 
níveis em tecidos que transportam água rapidamente, como 
os rins, as glândulas salivares, as glândulas sudoríparas e as 
glândulas lacrimais. Na verdade, somente os rins utilizam 
sete aquaporinas diferentes, cada uma com propriedades e 
localização específicas. Existem duas subfamílias de aqua- 
porinas: aquelas que permitem somente a passagem de água 
e aquelas que também permitem a passagem de moléculas 
neutras pequenas como o glicerol e a ureia e por isso são de- 
nominadas aquagliceroporinas. As aquaporinas permitem a 
passagem das moléculas de água em velocidades extrema- 
mente altas (até 3 x 10 9 por segundo) mas, surpreendente- 
mente, não permitem a passagem de prótons (íons hidrônio; 
H 3 0 ! ), cuja passagem livre eliminaria o potencial de mem- 
brana da célula. 


Todas as aquaporinas conhecidas são homotetrâmeros, 
e cada uma das subunidades possui um canal de transpor- 
te de água (ao contrário dos canais de K T , cujos canais de 
transporte ficam ao longo de seus eixos de ordem 4; Seção 
20.2Fa). A estrutura por raios X da aquaporina mais estuda- 
da, a AQP1 bovina, revela que cada uma das suas subuni- 
dades com 271 resíduos consiste principalmente em 6 héli- 
ces ct transmembrana mais duas hélices mais curtas que são 
componentes das alças que se estendem somente no meio 
da bicamada (Fig. 20.15a). Outras aquaporinas de estrutu- 
ras conhecidas são semelhantes. Os segmentos N e C termi- 
nais das aquaporinas têm 20% de identidade de sequência 
e estão relacionados por um eixo de simetria de pseudo-or- 
dem 2 que é paralelo ao plano da membrana (Fig. 20.15a). 
Evidentemente, estes segmentos se originaram por duplica- 
ção gênica. Os canais CIC têm uma arquitetura antiparalela 
semelhante (Seção 20.2G). 

As hélices da AQP1 circundam um canal alongado em 
forma de ampulheta atravessando a membrana (Fig. 20.16) 
que no seu ponto mais estreito tem uma largura de —2,8 À, 
o diâmetro de uma molécula de água. Esta região é forma- 
da pelas cadeias laterais dos resíduos altamente conserva- 
dos de Phe 58, His 182 e Arg 197 (Fig. 20.12 b, subunidade 
abaixo à direita) sendo por isso conhecida como constrição 
ar/R (ar, de aromático). A cadeia lateral da Cys 191, que 
também faz parte dessa constrição, é o sítio de bloqueio do 
canal pela ligação do íon mercúrio. Para que uma molécu- 
la de água passe pela constrição ar/R, ela deve soltar sua 
camada de moléculas de água associadas. Isto é facilitado 
pelas cadeias laterais da His 182 e da Arg 197. As moléculas 
de água continuam então em fila única através da porção 
do canal com —25 Ã de comprimento e —4 À de largura, a 
qual é revestida por grupos hidrofóbicos entremeados com 
vários grupos com ligações de hidrogênio. A falta de intera- 
ção das moléculas de água com as paredes hidrofóbicas do 
canal facilita sua rápida passagem através dele, enquanto 
os grupos com ligações de hidrogênio reduzem a barreira 
de energia para o transporte. Provavelmente é o equilíbrio 
entre esses fatores opostos o responsável pela permeabili- 
dade seletiva da aquaporina â água e sua alta velocidade de 
transporte. 

Se a água deve passar através da aquaporina como uma 
cadeia ininterrupta de moléculas ligadas pelos hidrogé- 
nios, então os prótons passariam ainda mais rapidamente 
via saltos pro tônicos (Fig. 2.10; para que mais do que um 
desses saltos ocorra, cada molécula de água da cadeia deve 
se reorientar de tal maneira que um de seus prótons forme 
uma ligação de hidrogênio com a próxima molécula na ca- 
deia). No entanto, a aquaporina interrompe esse processo 
pela formação de ligações de hidrogênio dos grupos NH 2 da 
cadeia lateral dos resíduos altamente conservados Asn 78 
e Asn 194 com uma molécula de água que esteja localiza- 
da centralmente no canal. (Fig. 20.16). Consequentemente, 
embora esta molécula central possa efetivamente doar li- 
gações de hidrogênio para suas moléculas vizinhas na ca- 
deia, ela não pode aceitar ligações das moléculas se não 
estiver reorientada, desta forma cortando o “fio condutor 
de prótons”. Ambos os resíduos de Asn ocorrem na se- 
quência Asn-Pro-Ala (NP A) , a sequência de assinatura das 
aquaporinas, na qual a Ala está localizada na extremidade 
N-terminal de cada uma das hélices. 
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FIGURA 20.15 Estrutura por raios X da aquaporina AQF1 de eritrócitos bovinos, (a) Diagrama em fita de uma subunidade 
colorida de acordo com as cores do arco-íris, da extremidade N-terminal (azul) para a extremidade C-terminal (vermelho). A vista 
é a partir do lado interno da membrana tendo na parte superior sua superfície extracelular e, ao longo do eixo de pseudo simetria 
de ordem 2. Observe que as duas hélices mais próximas ao observador (cor de laranja e verde-azulado) são porções de alças que se 
estendem somente para o centro da bicamada. As quatro moléculas de água que ocupam a porção central do canal de transporte da 
AQP1 estão representadas por esferas vermelhas. ( b ) Vista do homotetrâmero a partir da superfície extracelular ao longo de seu 
eixo de simetria de ordem 4. A subunidade na parte superior direita está desenhada na forma de volume atômico com C em verde, 
N em azul e O em vermelho; a subunidade na parte superior esquerda está representada em forma de fita e colorida de acordo com 
as cores do arco-íris, da extremidade N-terminal (azul) para a extremidade C- terminal (vermelho), e na parte inferior esquerda 
está representada por sua superfície acessível ao solvente; a subunidade na parte inferior direita mostra, em forma de bastões, as 
cadeias laterais que formam a constrição ar/R (as cadeias de Phe 58, His 182, Cys 191 e Arg 197). Cada subunidade forma um canal 
de transporte de água, que é visível mais claramente na subunidade desenhada na forma de volume atômico. (Com base em uma 
estrutura por raios X obtida por Bing Jap, University of Califórnia at Berkeley, EUA. PDBid 1 J4N.) 
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FIGURA 20.16 Desenho esquemático do poro condutor de 
água da aquaporina bovina AQP1. O poro é visto a partir da 
parte interna da membrana tendo na parte superior a superfí- 
cie extracelular. A posição dos resíduos críticos que impedem 
a passagem de prótons, outros íons e pequenas moléculas de 
soluto está indicada. (Cortesia de Peter Agre, Johns Hopkins 
School of Medicine, EUA.) 
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3 TRANSPORTE ATIVO IMPULSIONADO POR ATP 

O transporte mediado é classificado de acordo com a este- 
quiometria do processo (Fig. 20.7): 

1. O uniporte envolve o movimento de uma única molécula 
de cada vez. A maltoporina e o GLUT1 são uniportes. 

2. O simporte transporta simultaneamente duas moléculas 
diferentes na mesma direção. 

3. O antiporte transporta simultaneamente duas moléculas 
diferentes em direções opostas. 

O caráter elétrico do transporte de íons é especificado 
também como: 

1. Eletroneutro (eletricamente silencioso), se existir neu- 
tralização simultânea de cargas, tanto por simporte de íons 
com cargas opostas ou antiporte de íons com cargas iguais. A 
aquaporina é eletroneutra. 

2. Eletrogênico, se o processo de transporte resultar em 
uma separação de cargas através da membrana. O KcsA e o 
CIC são eletrogênicos. 

Uma vez que a concentração de glicose no plasma em 
geral é mais alta do que nas células, o GLUT1 normalmente 
a transporta para dentro da célula, onde é metabolizada pela 
glicólise. Muitas substâncias estão, contudo, disponíveis de 
um lado da membrana em concentração mais baixa do que 
a requerida do outro lado. Tais substâncias devem ser trans- 
portadas através da membrana de forma ativa e seletiva, con- 
tra seus gradientes de concentração. 

O transporte ativo é um processo endergônico que com 
frequência está acoplado à hidrólise de ATP. Como esse aco- 
plamento é realizado? Nas reações biossintéticas endergô- 
nicas, o acoplamento frequentemente acontece por meio da 
fosforilação direta de um substrato pelo ATP; por exemplo, 
a formação de UTP na síntese do glicogênio (Seção 18.2B). 
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FIGURA 20.17 Sistemas de transporte uniporte, simporte e 
antiporte. 


O transporte de membrana, contudo, em geral é um processo 
físico e não químico; a molécula transportada não é alterada 
quimicamente. A determinação do mecanismo pelo qual a 
energia livre de hidrólise do ATP é acoplada aos processos 
endergônicos físicos tem sido, no entanto, um problema de- 
safiador. 

Foram identificados três tipos de proteínas transmem- 
brana que hidrolisam ATP e que transportam cátions ativa- 
mente: 

L ATPases tipo P estão localizadas principalmente na 
membrana plasmática, tendo esse nome porque são fosfori- 
ladas por ATP durante o processo de transporte. Conhece-se 
ATPases Ü£o P que transportam II , Na 1 ", K + , Ca 2+ , Cu 2+ , 
Cd 2 " e Mg"' contra seus gradientes de concentração. Elas 
são distinguidas de outros tipos de ATPases transportadoras 
de íons porque são inibidas pelo vanadato (V0 4 3 , um análo- 
go do fosfato; ver Problema 4 neste capítulo). 

2. ATPases tipo F (F 1 F 0 ) atuam no transporte de prótons 
para dentro da mitocôndria e das células bacterianas, o que, 
por sua vez, possibilita a síntese de ATP. Elas são descritas 
na Seção 22. 3C. 

3. ATPases tipo V são homólogas às ATPases tipo F e es- 
tão localizadas na membrana dos vacúolos das plantas e de 
vesículas ácidas, como os lisossomos das células animais. 

Ânions são transportados por um quarto tipo de ATPases, 
as ATPases tipo A. Nesta seção, serão discutidas as ATPases 
tipo P. Também será examinado um processo de transporte 
ativo bacteriano, no qual as moléculas transportadas são con- 
comitant emente fosforiladas, e os transportadores ABC, os 
quais transportam uma ampla variedade de substâncias atra- 
vés das membranas. Na próxima seção, serão estudados os sis- 
temas de transporte ativo secundário, assim chamados porque 
utilizam a energia livre dos gradientes eletroquímicos gerados 
pelas ATPases bombeadoras de íons para transportar íons e 
moléculas neutras contra seus gradientes de concentração. 

A. (Na' -K )-ATPase da membrana plasmática 

Um dos sistemas de transporte ativo melhor estudado é o da 
(Na + -K + )-ATPase da membrana plasmática. Essa proteína 
transmembrana foi isolada pela primeira vez em 1957 por 
Jens é, com frequência, denominada bomba de (Na + -K + ), 
pois ela bombeia Na para fora da célula e K ' para dentro, 
com a hidrólise concomitante de ATP intracelular. Ao con- 
trário da maioria das ATPases do tipo P, que são monomé- 
ricas, as (Na h -K + )- ATPases consistem em subunidades a e 
p. A subunidade a com —1.000 resíduos e não glicosilada 
contém o ATP da enzima e os sítios de ligação a íons. É alta- 
mente conservada (98 % idêntica entre os mamíferos) e ho- 
móloga às ATPases do tipo P com subunidade única como 
a Ca 2+ -ATPase (Seção 20.3B). A subunidade p, com —300 
resíduos e glicosilada, facilita a inserção correta da subuni- 
dade a na membrana plasmática e tem sido implicada no 
transporte de K h . 

A estequiometria para a reação da (Na ' -K )-ATPase é 

3Na ( interior ) + 2K (exterior) + ATP + H 2 0 ? 

3Na + (exterior) + 2K + (interior) +ADP +P f 
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A (Na -K ')-ATPase é, portanto, um antiporte eletrogêni- 
co: três cargas positivas deixam a célula para cada duas que 
entram. Essa saída de Na T permite que as células animais fa- 
çam o controle osmótico de seu conteúdo de água; com bom- 
bas de (Na -K ) não funcionais as células animais, que não 
possuem paredes celulares, inchariam e estourariam (lembre 
que a bicamada lipídica é permeável à água; Seção 12.2Ba). 
Além disso, o gradiente de potencial eletroquímico gerado 
pela bomba é responsável pela excitabilidade das células ner- 
vosas (Seção 20.5Ba) e fornece a energia para o transporte 
ativo de glicose e de aminoácidos em alguns tipos celulares. 
Na verdade, todas as células gastam uma grande quantida- 
de do ATP que produzem (30%, podendo chegar a 70% nas 
células nervosas) para manter as concentrações citosólicas re- 
queridas de Na* e K\ 

a. 0 ATP fosforila um Asp essencial durante o processo de 
transporte 

A energia livre da hidrólise do ATP impulsiona o transporte 
endergônico do Na H e do K contra um gradiente eletroquími- 
co. Ao acoplar esses dois processos, de alguma forma deve 
ser erguida uma barreira cinética contra o transporte desses 
íons a favor de seus gradientes de concentração, e, ao mesmo 
tempo, facilitar o transporte desses íons contra os respectivos 
gradientes. Além disso, deve ser evitada a hidrólise fútil do 
ATP na ausência de transporte contra os gradientes. Não se 
sabe como a enzima faz isso, embora já tenham sido elucida- 
dos muitos aspectos do seu mecanismo. 
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FIGURA 20.18 Reação de [ 3 H]NaBH 4 com a (Na + -K> 
-ATPase fosforilada. O isolamento da [ 3 H]homosserina após 
hidrólise ácida da proteína indica que o Asp é o resíduo de ami- 
noácido originalmente fosforilado. 


A descoberta-chave foi que a proteína é fosforilada pelo 
ATP na presença do Na r durante o transporte. O uso de téc- 
nicas de armadilhas químicas demonstrou que essa fosforila- 
ção ocorre em um resíduo Asp, formando um intermediário 
aspartilfosfato altamente reativo. Por exemplo, o boroidreto 
de sódio reduz os acilfosfatos a seus alcoóis correspondentes. 
No caso do resíduo aspartilfosfato, o álcool é a homosserina. 
Utilizando [ J H]NaBH 4 para reduzir a enzima fosforilada, foi 
isolada a homosserina radioativa a partir do hidrolisado áci- 
do (Fig. 20.18). O resíduo fosforilado, Asp 374, está no início 
da sequência DKTG, altamente conservada, localizada na 
região central da cadeia polipeptídica. 

b. A (Na -K )-ATPase tem dois estados conformacionais 
principais 

As observações que o ATP fosforila a (Na"-K )-ATPase so- 
mente na presença de Na enquanto o resíduo aspartilfosfato 
está sujeito à hidrólise somente na presença de K levam à 
conclusão que a enzima possui dois estados conformacionais 
principais , El e E2. Esses estados têm estruturas terciárias 
diferentes, atividades catalíticas diferentes e diferentes espe- 
cificidades de ligantes: 

1. El tem um sítio de ligação intracelular de alta afinida- 
de com o Na + (K M — 0,2 mM, bem abaixo da concentração 
intracelular do íon) e reage com o ATP para formar o pro- 
duto ativado El ~ P somente quando o Na ' estiver ligado. 

2. £2-P tem um sítio de ligação extracelular de alta afini- 
dade com o K (K w = 0,5 M, bem abaixo da concentração 
extracelular do íon) e é hidrolisado para formar P ; + E2 
somente quando o K estiver ligado. 

c. Um mecanismo cinético sequencial ordenado é 
responsável pelo acoplamento do transporte ativo 
com a hidrólise do ATP 

Acredita-se que a (Na + -K )-ATPase atue de acordo com o 
seguinte esquema de reações sequenciais (Fig. 20.19): 

1. El • ATP que capta o ATP intracelular, liga 3Na T e gera 
o complexo ternário El • ATP • 3Na + . 

2. O complexo ternário forma o intermediário de “alta 
energia” aspartilfosfato E1~P * 3Na \ 

3. Esse intermediário de “alta energia” adquire sua con- 
formação de “baixa energia” E2-P • 3Na r e libera o Na' do 
lado de fora da célula; isto é, o Na ' é transportado através da 
membrana. 

4. E2-P liga 2K 1 do lado de fora da célula e forma £ 2 -P • 
2K + . 

5. O grupo fosfato é hidrolisado, produzindo E2 * 2K + . 

6. E2 • 2K h altera sua conformação para El, liga ATP, e 
libera os 2K 1 no interior da célula, completando o ciclo de 
transporte. 

A enzima parece possuir somente um conj unto de sítios de 
ligação a cátions que, aparentemente, altera tanto sua orien- 
tação como sua especificidade durante o ciclo de transporte. 

A ordem obrigatória da reação requer que o ATP seja 
hidrolisado somente quando o Na h é transportado contra 
seu gradiente de concentração. Reciprocamente, o Na' pode 
ser transportado a favor de seu gradiente somente se houver 
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FIGURA 20.19 Esquema da cinética do transporte ativo de Na e K pela (Na -K )-ATPase. Neste caso, ( dentro ) se refere ao 
citosol e (fora ) se refere ao exterior da célula. 


síntese concomitante de ATP. Como consequência, embo- 
ra cada uma das etapas apresentadas seja reversível indivi- 
dualmente, sob condições fisiológicas o ciclo é processado no 
sentido horário, conforme esquematizado na Fig. 20.19; isto 
é, a hidrólise do ATP e o transporte dos íons são processos 
acoplados. Observe que a natureza vetorial (unidirecional) 
do ciclo de reações é resultado da alternância das etapas da 
hidrólise exergônica do ATP (Etapa 1, Etapa 5, e ligação do 
ATP na etapa 6) com as etapas do processo endergônico do 
transporte de íons (Etapa 1, Etapas 3 + 4 e liberação de K T 
na Etapa 6). Assim, uma reação não pode se completar sem 
que a outra também se complete. 

d. A desestabilização mútua é responsável pela velocidade 
do transporte de Na e K 

O mecanismo cinético ordenado descrito anteriormente é 
responsável somente pelo acoplamento do transporte ati- 
vo à hidrólise do ATP, Para que seja mantida uma taxa de 
transporte razoável, a energia livre de todos os intermediários 
deve ser aproximadamente a mesma. Se alguns deles forem 
muito mais estáveis do que os outros, os intermediários está- 
veis se acumularão, reduzindo de forma drástica a taxa total 
de transporte. Por exemplo, para que o Na seja transpor- 
tado para fora da célula contra seu gradiente de concentra- 
ção, sua ligação a El deve ser forte no interior e a E2 fraca 
no exterior. Ligação forte significa maior estabilidade e um 
potencial estrangulamento. Essa dificuldade é neutralizada 
pela fosforilação de El * 3Na + e sua consequente mudança 
conformacional, que produz o E2-P de baixa afinidade com 
o Na" (Etapas 2 e 3, Fig. 20.19). Da mesma forma, a liga- 
ção forte do K ao E2-P do lado de fora é atenuada por sua 
desfosforilação e mudança conformacional par gerar El com 
baixa afinidade por K + (Etapas 5 e 6, Fig. 20.19). É essa de- 
sestabilização mútua que permite que Na r e K + apresentem 
uma alta taxa de transporte. 


e. A estrutura por raios X da (Na -K )-ATPase 
Chikashi Toyshima determinou a estrutura por raios X da 
(Na + -K )-ATPase de tubarão em complexo com íons K , 
um íon MgF^" (mimetiza de PJ e uma subunidade com 74 
resíduos denominada FXYD que atua como um regulador 
tecido-específico. A estrutura elucidada (Fig. 20.20) é a do 
complexo E2-P • 2K + (Fig. 20.19). A subunidade a desta 
proteína com ~ 160 Á de comprimento consiste em um do- 
mínio transmembrana (M) composto por 10 hélices (Mia - 
MlOa) de comprimentos variados e, da parte superior à infe- 
rior na Figura 20.20, três domínios citoplasmáticos bem sepa- 
rados: o domínio de ligação a nucleotídeo (N), que liga ATP; 
o domínio acionador (A), assim denominado porque partici- 
pa na transmissão das mudanças conformacionais principais 
(ver a seguir); e o domínio de fosforilação (P), que contêm o 
resíduo de Asp passível de fosforilação na proteína. A héli- 
ce única transmembrana da subunidade p é inclinada —32° 
em relação ao plano da membrana. A subunidade FXYD 
também possui uma única hélice transmembrana, mas esta 
é quase perpendicular ao plano da membrana. O íon MgF/ 
marca o sítio catalítico da ATPase e é coordenado por resí- 
duos conservados nos domínios A e P. Dois íons K estão 
localizados a uma distância de —4,1 À um do outro em uma 
cavidade de ligação comum próxima ao centro do domínio 
transmembrana da subunidade a que é formado, em grande 
parte, pelo desenrolamento parcial das hélices M5a e M7a 
e onde estão ligados por vários átomos de oxigênio de gru- 
pos carbonil da cadeia principal e da cadeia lateral. A mesma 
cavidade está envolvida na ligação de três íons Na ! que se 
ligam à forma El da enzima, sendo que dois destes sítios são 
provavelmente formados pelas mesmas cadeias laterais que 
coordenam os íons K T e o terceiro é formado, em parte, pelas 
cadeias laterais da pequena hélice C-terminal da subunidade 
a. Não se observa nenhum canal que vã de cada um dos lados 
da membrana para essa cavidade de ligação. 
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FIGURA 20-20 Estrutura por raios X da (Na + -K + )-ATPase 
de tubarão em complexo com os íons K e Mgpj . A proteína 
está desenhada em forma de fita em vista paralela ao plano da 
membrana ( retângulo cinza) com o citosol acima. A subunidade 
a está colorida de acordo com as cores do arco-íris, da extremi- 
dade N-terminal (azul) para a extremidade C-terminal (verme- 
lho), a subunidade (3 está em magenta e a subunidade FXYD 
está em marrom. Os íons K 4 e MgF^“ ligados à subunidade a 
estão desenhados na forma de volume atômico com K em azul- 
-claro, Mg em cor-de-rosa e F em verde-claro. (Com base em 
uma estrutura por raios X obtida por Chikashi Toyoshima, Uni- 
versity of Tokyo, Japão. PDBid 2ZXE.) 



f. Os glicosídeos cardíacos inibem a (Na K )-ATPase de 
forma específica 

O estudo da (Na + -K )-ATPase tem sido bastante facilita- 
do pelo uso dos glicosídeos cardíacos (também chamados 
esteroides cardiotônicos), produtos naturais que aumentam 
a intensidade das contrações da musculatura cardíaca. De 
fato, a digitalis, um extrato de folhas da dedaleira púrpura 
(Fig. 20.21a), que contém uma mistura de glicosídeos car- 
díacos, incluindo a digifalina; (Fig. 20 21b), tem sido usada 
há séculos para tratar insuficiência cardíaca. O glicosídeo 
cardíaco ouabaína (Fig. 20.21h), um produto da árvore 
Acokanthera ouabaio do leste da África, há muito tem sido 
usado como veneno de flechas. Esses dois esteroides, que 
estão entre os fármacos cardíacos mais comumente prescri- 
tos, inibem a (Na + -K + )-ATPase por se ligarem firmemente 
a uma porção da enzima exposta no exterior da célula (os 
fármacos não têm efeito quando são injetados dentro das 
células), bloqueando a Etapa 5 da Fig. 20.19. O resultan- 
te aumento na concentração intracelular de Na + estimula 
o sistema antiporte (Na + -Ca 2 ) cardíaco que bombeia Na 
para fora da célula e Ca para dentro (Seção 22.1Bb). O 
aumento na concentração citosólica de Ca 2 ocasiona um 
aumento em sua concentração em outras organelas, princi- 
palmente no retículo sarcoplasmático (RS). Àssim, a libera- 
ção do Ca 2+ para desencadear a contração muscular (Seção 



HC 


O 

C 





Ouabaína 


FIGURA 20.21 Glicosídeos cardíacos, (a) As folhas da dedaleira púrpura são as fontes de digitalis, estimulante da musculatura 
cardíaca. [ÍStockphoto] ( b ) A digitalina, o componente principal da digitalis, e a ouabaína, um glicosídeo cardíaco isolado de uma 
árvore do leste da África chamada Acokanthera ouabaio, estão entre os fármacos cardíacos mais comumente prescritos. 
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35.3Cb) produz um aumento no [Ca 2 f ] citosólico maior do 
que o normal, intensificando a força de contração do mús- 
culo cardíaco. Acreditava-se que a ouabaína fosse produ- 
zida somente por plantas, mas sabe-se hoje que é também 
um hormônio animal secretado pelo córtex suprarrenal e 
que atua na regulação da concentração celular de Na - e no 
equilíbrio de água e de sal do organismo. 


B. Ca 2 ~-ATPase 

O íon cálcio com frequência atua como um segundo men- 
sageiro de maneira similar ao AMP cíclico (AMPcj ( Seção 
19.4). Aumentos transitórios na sua concentração citosólica 
desencadeiam numerosas respostas celulares, incluindo a 
contração muscular (Seção 35.3Ca), a liberação de neuro- 
transmissores (Seção 20.5Cb) e a degradação do glicogênio 
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FIGURA 20.22 Mecanismo da SERCA com base em quatro estruturas por raios X. (a) As estruturas por raios X dos complexos 
SERCA indicados em tipo fino são modelos dos estados conformacionais indicados em negrito. Estes modelos correspondem apro- 
ximadamente àqueles mostrados nas margens da Fig. 20.19. As estruturas estão representadas por seus diagramas de fita encaixa- 
das em suas superfícies transparentes (cinza) vistas ao longo do plano da membrana com o citosol na parte superior. Os domínios 
A, N e P estão coloridos em amarelo, vermelho e azul e as hélices transmembrana Mi-2, M3-4, M5-6 e M7-10 estão em púrpura, 
verde, bronze e cinza, e os íons Ca‘ ! ligados estão representados por esferas cinza. O ATP e seus similares estão desenhados em 
forma de bastões com C em verde, O em vermelho e P em cor de laranja. Uma sequência TGES conservada está desenhada em 
forma de volume atômico em magenta. No desenho abaixo à direita, a posição da bicamada Iipídica está indicada pelo retângulo 
amarelo, (b) Diagrama esquemático das mudanças conformacionais realizadas pela SERCA durante seu ciclo catalítico. Os com- 
ponentes proteicos estão coloridos como na Parte a com exceção das hélices M5-10 que estão em bronze, e os íons Ca" ' ligados 
representados por esferas verdes. Além disso, os prótons estão representados por esferas cinza, e os resíduos que ligam Ca 2 à 
cavidade de ligação estão indicados por esferas vermelhas. (Modificado a partir de desenhos feitos por Poul Nissen, University of 
Aarhus, Dinamarca. PDBids 2C88, 3BA6, 3B9B e 3B9R.) 
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(Seção 18.3Ce). Além disso, o Ca 1 2 é um ativador importante 
do metabolismo oxidativo (Seção 22.4). 

O uso do fosfato como uma moeda energética básica 
requer que as células mantenham uma baixa concentração 
interna de Ca 2 \ pois o Ca 3 (P0 4 ) 2 tem uma solubilidade má- 
xima, em água, de 65 p.M. Assim, a concentração de Ca 2 
no citosol (—0,1 \íM) é quatro ordens de grandeza menor 
do que no espaço extracelular (—1.500 jjlAÍ). Esse grande 
gradiente de concentração é mantido pelo transporte ativo 
de Ca 2 ' através da membrana plasmática, da membrana do 
retículo endoplasmãtico (RE; RS no músculo) e da mem- 
brana mitocondrial interna. O sistema mitocondrial é discu- 
tido na Seção 22.1Bb. A membrana plasmática e o retículo 
sarco(endo)plasmático possuem uma Ca~ -ATPase (bomba 
de Ca 2+ ) tipo P que bombeia ativamente o íon para fora do 
citosol às expensas da hidrólise de ATP, Seu mecanismo ci- 
nético é o mesmo do da (Na + -K + )-ATPase (Fig. 20.19) ex- 
ceto que dois íons Ca 2 substituem os três íons Na + ’dois ou 
três íons H substituem os três íons K , e (fora ) significa do 
lado de fora da célula para a Ca zf -ATPase da membrana 
plasmática ou a luz do retículo sarco(endo)plasmático para a 
Ca 2+ -ATPase desta membrana. 

a. A estrutura por raios X da Ca 2 -ATPase sugere seu 
mecanismo 

A estrutura por raios X da Ca 2 + -ATP ase do retículo sarco- 
plasmático de músculo de coelho com 994 resíduos (também 
conhecida como SERCA, (do inglês sarco(endo)plasmic re~ 
ticulum Ca 2+ -ATPase) em seus complexos com uma grande 
variedade de análogos de ATP foi elucidada e seus compo- 
nentes foram determinados, sendo o primeiro deles descrito 
por Toyoshima. A SERCA, que constitui 90% das proteínas 
de membrana do RS, é uma proteína monomérica com 140 Á 
de comprimento, que lembra muito a subunidade a da (Na + - 
K ' )-ATPase (Fig. 20.20). Possui um domínio transmembra- 
na com 10 hélices, um domínio acionador (A), um domínio 
de ligação a nucleotídeos (N) no qual se liga o ATP, e um 
domínio de fosforilação (P) que contém a Asp 351 fosforilá- 
vel. Os dois íons Ca 2+ estão ligados em uma cavidade, similar 
à da (Na + -K~)-ATPase, a qual é formada, em grande parte, 
pela ruptura das hélices M4 e M6 nesta região. 

Quatro dessas estruturas, todas determinadas por Poul 
Nissen, sugerem coletivamente um mecanismo de ação das 
ATPases do tipo P que resultam de uma série vetorial de mu- 
danças conformacionais impulsionadas pela ligação do ATP, 
hidrólise e liberação (Fig. 20.22): 

1. Permita-nos começar com a estrutura por raios X da 

SERCA em sua conformação E2 em complexo com o ini- 
bidor tapsigargina (TG; Fig. 22.23a), que estabiliza o estado 
E2, e o análogo de ATP não hidrolisável adenosina-5-i fJ,y- 
metileno itrifosfato (AMPPCP; Fig. 22.23 b). Esta estrutura 
fornece um modelo para o estado E2 • ATP (Fig. 20.22, parte 
superior à esquerda). A troca de 2 a 3 prótons por 2 íons Ca 2 
causa uma rotação no domínio A que oclui a cavidade de li- 
gação. Isto ativa o sítio catalítico da ATPase que fosforila o 
Asp 351 gerando ADP, o qual libera o domínio N do domí- 
nio P pela quebra da ligação fosfodiéster (3,y do ATP que 

unia previamente esses dois domínios. Um modelo do estado 
Ca,El— P • ADP resultante é fornecido pela estrutura por 
raios X da SERCA em seu estado El com Asp 351 fosforila- 
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FIGURA 20.23 Fórmulas moleculares de vários inibidores de 
SERCA. (a) Tapsigargina (TG), produto extraído da planta 
Thapsia garganica, (b) AMPPCP e (c) AMPPN. 


do (via uma ligação de “alta energia” representada por um til 
[— ]) e em complexo com o análogo de ADP adenosina-5'- (p w 
-amino) difosfato (AMPPN; Fig. 22.23c). 

2. O domínio A sofre uma rotação em direção do sítio de 
fosforilação, promovendo desta forma o contato entre os do- 
mínios P e N. Este movimento empurra para baixo o seg- 
mento M3-4 e empurra para cima o segmento Ml -2, sepa- 
rando assim do segmento M5-6 as porções mais baixas desses 
segmentos. Isto expõe a cavidade de ligação ao Ca 2 r para a 
luz do RS e força o afastamento dos resíduos que ligaram 
íons Ca 2i na cavidade, resultando na liberação dos íons na 
luz do RS. Um modelo deste estado E2 — P é proporcionado 
pela estrutura por raios X da SERCA em seu estado E2 no 
qual BeF 3 está ligado covalentemente ao Asp 351 formando 
uma imitação de um grupo fosfato. 

3. Dois ou três prótons se ligam à luz exposta da cavidade 
de ligação. Isto, juntamente com a troca do ADP por ATP 
no domínio N resulta em movimentos das hélices transmem- 
brana que ocluem novamente a cavidade da luz. Um mode- 
lo do estado E2 — P* • ATP resultante (no qual o asterisco 
[*] indica um estado de transição) é fornecido pela estrutura 
por raios X da SERCA em seu estado E2 em complexo com 
AMPPCP e A1F~\ que está unido covalentemente ao Asp 
351 formando uma imitação bipiramidal triangular do estado 
hidrolítico de transição (Fig. 16.6b). 
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4. A desfosforilação do Asp 351, estimulada pela ligação 
prévia do ATP, motiva mudanças conformacionais que 
abrem um canal para o citosol que permite a troca dos pró- 
tons por íons Ca 2 + , completando assim o ciclo catalítico. 

Esse mecanismo explica como as ATPases do tipo P 
transportam cátion contra seus altos gradientes de concen- 
tração. 


C. (H -K )-ATPase da mucosa gástrica 

As células parietais da mucosa gástrica dos mamíferos secre- 
tam HC1 a uma concentração de 0,15 M (pH 0,8). Uma vez 
que o pH citosólico dessas células é 7,4, há uma diferença 
de pH de 6,6 unidades, a maior conhecida em células euca- 
rióticas. Os prótons secretados são derivados da hidratação 
intracelular de C0 2 pela anidrase carbônica: 


b. A calmoduiina regula a bomba de Ca2 da membrana 
plasmática 

Para que uma célula mantenha seu estado fisiológico ade- 
quado, ela deve regular de modo preciso as atividades de 
suas bombas iônicas. A regulação da bomba de Ca 2 da mem- 
brana plasmática é controlada pelos níveis de Ca 2 ' por meio 
da calmoduiina (CaM). Essa proteína ubíqua eucariótica li- 
gadora de Ca 2 participa de vários processos regulatórios ce- 
lulares, incluindo o controle do metabolismo do glicogênio, 
conforme já visto (Seção 18.3Ce). 

A Ca -Calmoduiina ativa a Ca -ATPase da membra- 
na plasmática. A ativação resulta em um decréscimo de seu 
K m para o Ca 2 de 20 para 0,5 \±M, conforme deduzido de es- 
tudos da ATPase isolada. A Ca 2 -CaM ativa a bomba por- 
que se liga a um segmento polipeptídico inibitório da mes- 
ma, de forma semelhante à maneira pela qual essa proteína 
ativa suas proteína-cinases alvo (Seção 18.3CÍ). Evidências 
a favor desse mecanismo provêm da remoção proteolítica do 
peptídeo de ligação à CaM, gerando uma bomba truncada 
que é ativa mesmo na ausência de CaM. Peptídeos sintéticos 
correspondentes ao segmento de ligação à CaM não apenas 
se ligam à Ca“ -CaM como também inibem a bomba trun- 
cada, aumentando seu K M para o Ca 2 " e reduzindo sua V ináx . 
Isso sugere que, na ausência de Ca 2+ -CaM, o segmento de 
ligação à CaM interage com o restante da proteína, inibindo 
sua atividade. Quando a concentração de Ca 2 ” aumenta, for- 
ma-se a Ca 2+ -CaM que, ao se ligar ao segmento na bomba, 
desfaz sua associação com o restante da proteína e remove 
a inibição. 

Agora pode-se analisar como o Ca 2 ” regula sua própria 
concentração citoplasmática. Quando os níveis de Ca" estão 
abaixo de ~1 jjl M, que é o valor da constante de dissociação 
da calmoduiina para o íon, a Ca 2+ -ATPase é relativamente 
inativa devido à autoinibição pelo seu segmento de ligação 
à CaM. Contudo, se a concentração do íon se elevar acima 
desse nível, o Ca 2 " liga-se à calmoduiina, que por sua vez se 
liga ao segmento, livrando a inibição e ativando a bomba: 

Ca 2+ + CaM \ - Ca 2+ —CaM* + bomba(inariva) 

Ca 2+ —CaM* • bomba (ativa) 

(CaM* significa calmoduiina ativada). Essa interação reduz 
o K m da bomba para o Ca 2 ' para níveis abaixo da concen- 
tração ambiente do íon, provocando seu bombeamento para 
fora do citosol. Quando a concentração do íon estiver sufi- 
cientemente reduzida, ele dissocia-se da calmoduiina e essa 
série de eventos é revertida, inativando a bomba. Por isso, o 
sistema inteiro é análogo a uma bomba d’ água que é auto- 
maticamente ativada por uma boia quando a água atinge um 
determinado nível. 


C0 2 + H 2 0 HC0 3 - + H + 

A secreção de H envolve uma (H + -K + )-ATPase, um anti- 
porte eletroneutro com estrutura e propriedades semelhan- 
tes às da Ca 2+ -ATPase. Tal como as outras ATPases do tipo 
P, ela é fosforilada durante o processo de transporte. Nesse 
caso, contudo, o K", que entra na célula à medida que o PT é 
bombeado para fora dela, é subsequentemente externalizado 
pelo seu cotransporte com Cl”. Portanto, HC1 é o produto 
final transportado. 

a. Cimetidlna e omeprazol previnem úlceras gástricas e azia 
Por muitos anos, o tratamento de úlceras pépticas, uma 
condição frequentemente fatal causada pelo ataque do 
ácido do estômago sobre a mucosa gástrica, comumente 
requeria a remoção cirúrgica das porções afetadas, ou às 
vezes do estômago inteiro. A descoberta, por James Black, 
da cimetidina, 



N — C = N 

CH 2 — ch 2 — NH — C — NH — CH 3 

Cimetidina 



HN N 




— ch 2 — nh 3 

Histamina 


que inibe a secreção ácida do estômago, eliminou quase to- 
talmente a necessidade dessa cirurgia perigosa e debilitante. 

A (H”“K )-ATPase da mucosa gástrica é ativada pela 
estimulação, por histamina, do receptor de H 2 em um pro- 
cesso mediado pelo AMPc. A cimetidina (nome comercial 
Tagamet), que tornou-se disponível em 1976, foi o primeiro 
de vários fármacos amplamente utilizados que inibem com- 
petitivamente a ligação da histamina ao seu receptor. Esses 
fármacos aliviam também os sintomas da doença de refluxo 
gastresofágico (conhecida como azia) , a qual é causada pela 
regurgitação do ácido do estômago para o esôfago, uma con- 
dição comum e dolorosa que, quando crônica, pode danificar 
o esôfago e causar câncer. A azia pode também ser aliviada 
com antiácidos, mas os efeitos da cimetidina e seus análogos 
são mais duradouros (6 a 10 horas versus 1 a 2 horas dos an- 
tiácidos, embora os primeiros demorem cerca de 30 minutos 
para fazer efeito) e podem ser tomadas antes das refeições 
para impedir que a azia ocorra. Uma desvantagem da maio- 
ria dessas substâncias é que inibem vários citocromos P450 e 
por isso interferem com o metabolismo de numerosos outros 
fármacos amplamente utilizados (Seção 15.4Bc). 
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O omeprazol (nomes comerciais Prilosec e Nexium) , 


ch 3 och 3 



Omeprazol 

inibem a (H + -K + )-ATPase pela formação de um aduto com 
a cadeia lateral de sua Cys 831. Desde sua introdução em 
1989, o omeprazol tem suplantado o uso da cimetidina e de 
seus análogos devido à natureza irreversível de sua inibição 
(que reduz a secreção ácida em até 99%) e a inexistência de 
interações com outros fármacos. Assim, atualmente, o ome- 
prazol é um dos fármacos mais utilizados no mundo. 

D. Transporte de grupo 

O transporte de grupo é uma variação do transporte ativo 
impulsionado por ATP que a maioria das bactérias usa para 
importar determinados açúcares. É requerido para muitos 
processos bacterianos, tanto úteis como perigosos (para os 
humanos), tais como os que produzem queijo, molho de soja 
e cáries dentárias. Ele difere do transporte ativo pelo fato das 
moléculas transportadas sofrerem modificações químicas si- 
multaneamente ao transporte. O sistema da fosfotransferase 
dependente do fosfoenolpiruvato de E.coli, descoberto por 
Saul Roseman em 1964, é o exemplo de transporte de grupo 
mais extensivamente estudado. O fosfoenolpiruvato (PEP, 
de phosphoenolpyruvate ) é o doador do grupo fosforil nes- 
se sistema (lembre que o PEP é o doador de grupo fosforil 


fABELA 20.2 Alguns dos açúcares transportados pelo sistema 

da fosfotransferase dependente de PEP de E.coli 

Glicose Galactitol 

Frutos e Manitol 

Manose Sorbitol 

A-Acetilglicosamina Xilitol 

de “alta energia” para a síntese de ATP na reação catalisada 
pela piruvato-cinase na glicólise; Seção 17.2J). O sistema da 
fosfotransferase transporta os açúcares e os fosforila simulta- 
neamente. Os açúcares fosfatados , assim que entram na célu- 
la , lá permanecem , já que a membrana celular é impermeável 
a eles. Alguns dos açúcares transportados pelo sistema da 
fosfotransferase estão listados na Tabela 20.2. 

O sistema da fosfotransferase envolve duas proteínas ci- 
toplasmáticas solúveis, a Enzima I (EI) e a HPr (proteína, 
que contém histidina, carreadora de fosfato), que participam 
no transporte de todos os açúcares (Fig, 20.24). Além disso, 
para cada açúcar que o sistema transporta, existe uma pro- 
teína transmembrana de transporte específica chamada Eli, 
que consiste em pelo menos três componentes funcionais: 
EIIA e EIIB citoplasmáticas e o canal transmembrana EIIC. 
Esses três componentes associam-se diferentemente em dife- 
rentes Eli. Em E. coli, por exemplo, EIIA, EIIB e EIIC são 
subunidades separadas na Eli específica da celobiose; EIIB e 
EIIC estão ligadas covalentemente e EIIA está separada na 
Eli específica da glicose; e todos os três componentes estão 
presentes formando um único peptídeo na Eli específica do 
manitol. 

O transporte da glicose, que é semelhante ao dos outros 
açúcares, envolve a transferência de um grupo fosforil do 
PEP para o açúcar com a inversão da configuração ao redor 
do átomo de fósforo. Um número ímpar de transferências 
deve estar envolvido, uma vez que cada transferência de um 
grupo fosforil envolve inversão (Seção 16.2A). Foram identi- 
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FIG: RA * 0.24 Transporte da glicose pelo sistema de fosfotransferase 
dependente de PEP. HPr e EI são enzimas citoplasmáticas comuns a to- 
dos os açúcares transportados. EIIA Í£ e EIIBCr c são proteínas específicas 
para a glicose. EIIA 5 "' inibe proteínas de transporte que não são do siste- 
ma de fosfotransferase, como a lactose-permease (Seção 20.4B) e enzimas 
como a glicerol-quinase. A adenilato-ciclase é ativada pela presença de 
EIIA ?£ — P (ou inibida, possivelmente, pela presença de EIIA A ' £ ). 


4. Transferencia 
do fosforil 
para EIIBC 



EIIA^ C 


EIIA ÊÍC ~ P 

Glicose-6-P 



EIIBC^ 


EIIBO' íc 
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ficados quatro intermediários proteicos fosforilados, indican- 
do a transferência de cinco grupos fosforil: 

PEP -> EI -> HPr EIIA gfc -> EIIBCs fc -> glicose 

O processo de transporte ocorre da seguinte forma (Fig. 20.4): 

1. O PEP fosforila a EI no N3 (N £ ) da His 189, formando 
um aduto fosfoistidina reativo. 


O 


H 


— NH— C — CH 2 


o=p-o 



o=c 


Resíduo de fosfoistidina 

2. O grupo fosforil é transferido para o NI (N 5 ) da His 15 na 
HPr. A His é, aparentemente, o aceptor preferido de grupos 
fosforil nas reações de transferência. Ela também participa na 
reação da fosfoglicerato-mutase da glicólise (Seção 17.2Ha). 

3. HPr~P continua a cadeia de transferência pela fosforila- 
ção de EIIA^ no N3 da His 90. 

4. A quarta transferência de grupo fosforil é para a Cys 421 
da EIIB g/L . 

5. O grupo fosforil é finalmente transferido da EIIB Kfc para 
a glicose, que é transportada através da membrana pela 
EIIC' C . A glicose é liberada no citoplasma somente depois 
de ser fosforilada à glicose-6-fosfato (G6P). 

Portanto, o transporte da glicose é impulsionado pela sua 
fosforilação pelo PEP, indireta e exergônica. O sistema da fos- 
fotransferase é energeticamente eficiente, uma vez que gasta 
somente um equivalente de ATP no transporte e na fosforila- 
ção da glicose. Quando o transporte ativo e a fosforilação ocor- 
rem de forma separada, como acontece em muitos tipos celula- 
res, são hidrolisados dois ATPs para cada glicose transportada. 

a. 0 transporte bacteriano de açúcar é regulado geneticamente 
O sistema da fosfotransferase é mais complexo do que os 
outros sistemas de transporte conhecidos provavelmente 
porque faz parte de um sistema regulador complexo que con- 
trola o transporte da glicose. Quando quaisquer dos açúcares 
transportados pelo sistema da fosfotransferase se encontram 
em grande quantidade, ocorre a inibição do transporte ativo 
dos açúcares, que entram na célula por outros sistemas. Essa 
inibição, chamada repressão catabólica, é mediada pela con- 
centração de AMPc (Seção 31. 3C). O AMPc ativa a trans- 
crição de genes que codificam várias proteínas de transporte 
de açúcares, incluindo a lactose-permease (Seção 20.4B). A 
presença da glicose causa uma redução na concentração do 
AMPc, o qual, por sua vez, reprime a síntese dessas outras 
proteínas de transporte. Também ocorre a inibição das pró- 
prias proteínas, assim como de determinadas enzimas. 

Acredita-se que o mecanismo de controle pelo AMPc es- 
teja na EIIA KÍÍ , que é fosforilada transitoriamente na Etapa 
3 do processo de transporte do sistema da fosfotransferase 
(Fig. 20.4). Quando a glicose está em abundância, essa en- 
zima está principalmente na sua forma desfosforilada, uma 


vez que EIIA s/t ~P transfere rapidamente, via EIIBC^, seu 
grupo fosforil para a glicose. A adenilato-ciclase está inati- 
va sob essas condições, embora não estej a claro se a EIIA s/c 
desfosforilada a inibe ou a se EIIA s/c ~P a ativa. Contudo, a 
EIIA tfÍL liga-se a e inibe muitos transportadores que não o sis- 
tema da fosfotransferase e enzimas que participam do meta- 
bolismo de outros açúcares que não a glicose (o metabólito 
de escolha de muitas bactérias), incluindo a lactose-permease 
e a glicerol-cinase (Seção 17.5 A). Na ausência de glicose, a 
EIIA^ é convertida em EIIA^—P, revertendo assim a inibi- 
ção dos não transportadores de fosfotransferase. Além disso, 
a adenilato-ciclase esta ativada para produzir AMPc, que, por 
sua vez, induz um aumento na produção de alguns dos não 
transportadores de fosfotransferase e enzimas que são inibi- 
das por EIIA^. Essa é uma forma de conservação de energia 
para a célula. Por que sintetizar as proteínas necessárias para 
o transporte e o metabolismo de todos os açúcares se o meta- 
bolismo de apenas um açúcar por vez é suficiente? 

b. A estrutura por raios X da EHA glc em complexo com a 
glicerol-cinase 

A estrutura por raios X da EIIA ff/L , tanto sozinha como em 
complexo com um dos seus alvos reguladores, a glicerol- 
-cinase, foi elucidada por James Remington e Roseman, e 
revela como a EIIA I/,C inibe pelo menos alguns de seus alvos 
e por que a EIIA^—P não o faz. A EIIA A,C possui dois resí- 
duos de histidina, His 75 e His 90, que são requeridas para 
a transferência de grupos fosforil, embora somente a His 90 
seja necessária para que a EIIA I,ÍC aceite um fosfato da HPr. 
A estrutura por raios X da Eli A Kk de E. coli sozinha revela 
que esses dois resíduos de His estão muito próximos (seus 
átomos N3 estão a uma distância de 3,3 À entre si) em uma 
depressão na superfície da proteína que é circundada por 
um impressionante anel hidrofóbico com 18 À de diâmetro, 
constituído de 11 cadeias laterais de Phe, Vai e Ile. 

A estrutura por raios X da EIIA Aít em complexo com a 
glicerol-cinase (Fig. 20.25) confirma que essa guarnição hi- 
drofóbica é de fato o sítio de interação entre as duas pro- 
teínas e revela como a fosforilação da His 90 rompe essa 
interação. Os dois resíduos de His do sítio ativo, que estão 
completamente escondidos dentro da superfície de intera- 
ção hidrofóbica, coordenam um íon Zn~ (anteriormente 
insuspeitado), o qual é coordenado também ao Glu 478 da 
glicerol-cinase e a uma molécula de água. A fosforilação da 
His 90 da EIIA KÍ ‘ para produzir EIIA l/t ~P sem dúvida rompe 
essa interação intermolecular, liberando a glicerol-cinase e 
revertendo a inibição. 

E. Transportadores ABC 

Os transportadores ABC, que ocorrem amplamente em to- 
dos os seres vivos, são denominados com base em seu cas- 
sete de ligação ao ATP com 100 resíduos, altamente conser- 
vado. Eles formam uma grande superfamília de proteínas 
transmembrana que transportam uma ampla variedade de 
substâncias através das membranas, incluindo íons, açúcares, 
peptídeos, lipídeos, metabólitos e numerosos fármacos e to- 
xinas. Por exemplo, a resistência adquirida por células can- 
cerosas aos agentes quimioterápicos é com frequência devi- 
da à seleção de células que superexpressam o transportador 
ABC denominado transportador de resistência a múltiplos 
fármacos (MDR) (também chamado de glicoproteína-P), 
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FIGURA 20.25 Estrutura por raios X da EITA^ de E. coli 
(em amarelo o monômcro de 168 resíduos) em complexo com 
um dos seus alvos regulatórios, a glicerol-cinase (em azul , um 
tetrâmero de subunidades idênticas de 501 resíduos). As duas 
proteínas associam-se, em parte, pela coordenação tetraédrica 
de um íon Zn z via cadeias laterais da His 75 e da His 90 da 
EIIA , um oxigênio da carboxila do Glu 478 da glicerol-cinase 
e uma molécula de água. Esses grupos estão representados na 
forma de esfera e bastão, com C em cinza, N em azul, O em 
vermelho e Zn 2 1 em branco. A interação, mediada pelo Zn 2 , 
entre a EIIA gk e a glicerol-cinase inativa a enzima, provavel- 
mente por meio de um mecanismo de adaptação induzida. A 
fosforilação de EIIA gk na His 90 rompe essa interação, rever- 
tendo assim a inibição da glicerol-cinase. (Cortesia de James 
Remington, University of Oregon, EUA. PDBid 1GLA.) 

que bombeia um amplo sortimento de substâncias anfifüicas 
- incluindo muitos fármacos - para fora da célula. Proteínas 
semelhantes em bactérias são, em muitos casos, responsáveis 
por sua resistência a antibióticos. O genoma humano codifica 
48 transportadores ABC e seus defeitos são responsáveis por 
várias doenças hereditárias incluindo a fibrose cística (Seção 
12.4Bf), a doença de Tangier (Seção 12.5Cd) e a adrenoleu- 
cudistrofía (Seção 25.2Fa). 

Os transportadores ABC consistem em pelo menos 
quatro módulos: dois domínios citosólicos de ligação a nu- 
cleotídeos, altamente conservados, e dois domínios que pos- 
suem, cada um, seis hélices transmembrana. Nas bactérias, 
os quatro domínios estão contidos em dois ou quatro poli- 
peptídeos separados. Nos eucariotos, um único polipeptí- 
deo engloba os quatro domínios. Os transportadores ABC 
bacterianos fazem a mediação da importação e da exporta- 
ção de uma grande variedade de compostos, enquanto seus 
equivalentes eucarióticos atuam somente como exportado- 
res que transportam moléculas para fora da célula ou para 


dentro de compartimentos intracelulares tais como o RE. O 
transportador ABC das bactérias gram-negativas denomi- 
nado MsbA, um homólogo do transportador MDR, atua no 
transporte de lipopolissacarídeos (Seção 11.3Bc) e seu com- 
ponente glicolipidíco, lipídeo A, da camada citoplasmática 
da membrana para a camada periplãsmica; isto é , MbsA é 
uma flipase (Seção 12.4Aa). As estruturas por raios X da 



( a ) Apo aberta 



(b) Ligada ao nucleotídeo 

FIGURA 20.26 Estruturas por raios X do transportador 
ABC MbsA. (a) MsbA de E. coli na ausência do nucleotídeo 
(Apo Aberta), (b) MsbA de S. typhimurium em complexo com 
AMPPNP (Ligada ao Nucleotídeo). As estruturas, à esquerda, 
estão desenhadas na forma de fita e vistas ao longo do plano da 
membrana, tendo na parte superior o espaço periplásmico. Uma 
subunidade de cada homodímero está colorida de acordo com as 
cores do arco-íris a partir da extremidade N-terminal (azul) para a 
extremidade C-terminal ( vermelho ) e, a outra subunidade está em 
cinza.O AMPPNP na Parte b está desenhado na forma de bastão 
e em azul. As hélices transmembrana (TM1-6), as alças extracelu- 
lares (EL1-3) e as hélices intracelulares (IH1-2) estão indicadas. 
Na parte superior direita, as estruturas estão desenhadas como 
diagramas de superfície semitransparente sendo uma subunidade 
em ciano e a outra em cinza, mostrando ainda as hélices trans- 
membrana (1-6) da subunidade ciano inseridas. As linhas hori- 
zontais delimitam a bicamada lipídica. Na parte inferior direita, as 
estruturas estão representadas por diagramas esquemáticos com 
uma subunidade em ciano e a outra em branco com as indicações 
das posições das hélices transmembrana. (Modificado a partir de 
desenhos feitos por Geoffrey Chang, The Scripps Research Insti- 
tute, La Jolla, Califórnia, EUA. PDbids 3B5W e 3B60.) 
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Msb, determinadas por Geoffrey Chang, revelam que suas 
duas sub unidades com 582 resíduos estão extensamente en- 
trelaçadas (Fig. 20.26). Na estrutura sem nucleotídeo (apo) 
(Fig. 20.26a) cada sub unidade compromete quatro de suas 
seis hélices transmembrana (TM1-3 e 6) a uma perna do ho- 
modímero em forma de A e duas (TM4-5) para a outra per- 
na. Os domínios de ligação a nucleotídeos (DLNs; porções 
globulares na extremidade de cada braço) estão separados 
por uma distância de —50 Â. No entanto, no seu complexo 
com AMPPNP (Fig. 20.26í>), as duas pernas do Á oscilam 
juntas por — 60 ü promovendo o contato entre os DLNs, com 
TM3 e 6 oscilando para longe da TM 1-2 para entrar em con- 
tato com TM4-5 . Isto abre um espaço entre as subunidades 
na camada periplásmica da membrana, o que provavelmen- 
te permite que um lipopolissacarídeo que tenha se ligado à 
Msb A na camada citosólica da membrana seja liberado na 
camada periplásmica. O transporte unidirecional de substra- 
to pode ser facilitado pelos diferentes tamanhos das abertu- 
ras, e possivelmente, por uma afinidade reduzida pelo subs- 
trato da MsbA na forma ligada ao ATP. 

4 TRANSPORTE ATIVO IMPULSIONADO POR 
GRADIENTE IÔNICO 

Os sistemas como a (Na + -K + )-ATPase discutidos anterior- 
mente utilizam a energia da hidrólise do ATP para gerar gra- 
dientes de potencial eletroquímico através das membranas. 
Reciprocamente, a energia armazenada em um gradiente 
eletroquímico pode ser aproveitada para impulsionar vários 
processos fisiológicos endergônicos. De fato, a síntese de 
ATP pelas mitocôndrias e pelos cloroplasíos é impulsiona- 
da pela dissipação do gradiente de prótons gerado por meio 
do transporte de elétrons e da fotossíntese (Seções 22.3C e 
24.2D). Nesta seção, serão discutidos os processos de trans- 


porte ativo que são impelidos pela dissipação dos gradien- 
tes de íons. Serão considerados três exemplos: a captação 
intestinal de glicose pelo simporte Na "-glicose, a captação 
de lactose pela lactose-permease de E.coli e o transportador 
ATP-ADP mitocondrial. 

A. Simporte Na ' -glicose 

A glicose derivada da alimentação é concentrada ativamente 
nas células com borda em escova do epitélio intestinal por 
um simporte dependente de Na + (Fig. 20.27). O açúcar é 
transportado dessas células para o sistema circulatório via 
GLUT2 (Seção 20.2Eb) por meio de difusão facilitada por 
um uniporte localizado no lado capilar da célula. Note que, 
embora a fonte imediata de energia para o transporte da glico- 
se no intestino seja o gradiente de Na' , é a energia de hidróli- 
se do ATP que impulsiona efetivamente o processo por meio 
da manutenção do gradiente de Na" pela (Na -K ^)~A TPase. 
Todavia, uma vez que a glicose aumenta a reabsorção de 
Na", que por sua vez aumenta osmoticamente a reabsor- 
ção de água, a glicose deve ser administrada (possivelmente 
como sacarose), juntamente com sal e água, a indivíduos com 
perda grave desses compostos devido à diarreia (beber so- 
mente água ou uma solução salina não surtem efeito já que 
são rapidamente excretados pelo trato intestinal). Estima-se 
que a introdução desse tratamento simples e barato, chama- 
do terapia de reidratação oral, reduziu o número anual de 
mortes por diarreia severa de 4,6 para 1,6 milhão, principal- 
mente em crianças de países menos desenvolvidos. 

a. Transportadores ativos e passivos de glicose apresentam 
diferentes suscetibilidades a fármacos 

Os dois sistemas de transporte de glicose são inibidos por di- 
ferentes fármacos: 

1. A florizina inibe o transporte dependente de Na + . 


(a) Intestino delgado 


(b) Vii os idades 


(c) Transporte de glicose 
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FIGUf A 29.27 Transporte de glicose no epitélio intestinal. As viiosidades do intestino delgado com borda em escova aumentam 
muito sua superfície (a), facilitando a absorção dos nutrientes. As células com borda em escova a partir das quais são formadas as 
viiosidades (b) concentram glicose ativamente a partir da luz intestinal em simporte com Na 1 (c), em um processo impulsionado 
pela (Na -K )-ATPase, que está localizada no lado da célula em contato com os capilares e funciona para manter baixa a concen- 
tração interna de Na ' . A glicose é exportada para a corrente sanguínea via GLUT2, um sistema uniporte separado passivo media- 
do (Seção 2Q.2Eb). 
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Na + Glc Na + GIc 



F1GUR/ 20.28 O sistema simporte Na -glicose representado como um mecanismo cinético Bi Bi aleatório. A ligação do Na 
aumenta a afinidade do transportador com a glicose a ponto de favorecer bastante a rota superior. T e e T, representam, respectiva- 
mente, a proteína transportadora com seu sítio de ligação exposto para as superfícies externa e interna da membrana. (Conforme 
Crane, R.K., e Dorando, F.C., in Martonosi, A.N. (Ed.), Membranes and Transport, Vol. 2, p. 154, Plenum Press [1982].) 


2. A citocalasina B inibe o transporte independente de 
Na 4 ". 



O o 


D-Glicose- p 

Flori zina 



OH 

Citocalasina B 


A florizina liga-se somente à superfície externa do 
transportador de glicose dependente de Na 4 , enquanto a ci- 
tocalasina B se liga à superfície citoplasmática do transpor- 
tador de glicose independente de Na ! . Isso também indica 
que essas proteínas estão inseridas na membrana de forma 
assimétrica. O uso desses inibidores permite que as ativida- 
des dos dois transportadores sejam estudadas separadamen- 
te em células intactas. 

Os estudos cinéticos indicam que o simporte Na + -glicose 
se liga aos seus substratos, glicose e Na + , de forma aleatória 
(Fig. 20.28), embora a ligação do Na" aumente a afinidade 
do transportador pela glicose de modo que a via acima é alta- 
mente favorecida. Contudo, somente quando os dois substra- 
tos estão ligados, a proteína muda sua conformação e expõe 
os sítios de ligação para o interior da célula. Essa exigência 
de transporte concomitante de glicose e Na’ previne o des- 
perdício na dissipação do gradiente de Na’ . 


B. Lactose-permease 

As bactérias gram-negativas, como a E. coli, possuem vá- 
rios sistemas de transporte ativo para concentrar açúcares. 
Já discutiu-se o sistema da fosfotransferase. Outro sistema 
muito estudado é o da lactose-permease (conhecido também 
como galactosídeo-permease), que utiliza o gradiente de pró- 
tons através da membrana da bactéria para cotransportar H 
e lactose (Fig. 20.29). O gradiente de prótons é gerado pelo 
metabolismo oxidativo de forma semelhante ao que ocorre 
na mitocôndria (Seção 22.3B). O gradiente de potencial ele- 
troquímico criado pelos dois sistemas é utilizado sobretudo 
na síntese de ATP. 

O o 

Metabolismo 



FIGURA 20.29 Mecanismo cinético da lactose-permease em 
E. coli. O H liga-se à E-2 no exterior da célula, seguido pela 
lactose. Eles são liberados de E-l ao acaso no interior da célula. 
E-2 deve ligar-se à lactose e ao H 4 simultaneamente para que a 
conformação de E-l seja alterada e, com isso, ocorra o co-trans- 
porte dessas substâncias para o interior da célula. E-l altera sua 
conformação para E-2 quando não está ligada à lactose nem ao 
H 1 , completando o ciclo de transporte. 
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Como se sabe que o transporte de lactose exige a presen- 
ça de um gradiente de prótons? Ronald Kaback estabeleceu 
essa exigência com base nas seguintes observações: 

L A velocidade de transporte é aumentada enormemente 
pela adição de D-lactose, uma fonte de energia para a geração 
do gradiente de prótons transmembrana. Reciprocamente, 
inibidores do metabolismo oxidativo, como o cianeto, blo- 
queiam a formação do gradiente e o transporte de lactose. 

2. O 2,4-dinitrofenol, um ionóforo de prótons que dissipa 
os gradientes transmembrana de prótons (Seção 22. 3D), ini- 
be o transporte de lactose tanto em bactérias íntegras como 
em vesículas membranares. 

3. A fluorescência do dansilaminoetiltiogalactosídeo. 




Dansilaminoetiltiogalactosídeo 

um inibidor competitivo do transporte de lactose, é sensível 
à polaridade do meio, mudando quando se liga à lactose-per- 
mease. Medidas de fluorescência indicam que ele não se liga 
à membrana de vesículas contendo a lactose-permease na au- 
sência de um gradiente transmembrana de prótons. 

a. A lactose-permease possui dois estados conformacionais 
principais 

A lactose-permease é um monômero com 417 resíduos que, 
à semelhança dos transportadores de glicose dos mamíferos 
(Seção 20.2Eb) aos quais é remotamente relacionada, consis- 
te basicamente em 12 hélices transmembrana com as extre- 
midades N- e C-terminais no citoplasma. Da mesma forma 
que a (Na ^ -K + )- ATPase , ela possui dois estados conforma- 
cionais principais (Fig. 20.29): 

1. E-l, que possui um sítio de ligação à lactose, de baixa 
afinidade, voltado para o interior da célula. 

2. E-2, que possui um sítio de ligação à lactose, de alta afi- 
nidade, voltado para o exterior da célula. 

E-l e E-2 podem ser interconvertidos somente quando seus 
sítios para H T e para lactose estiverem ambos ocupados ou 
ambos vazios. Isso impede não somente a dissipação do gra- 
diente de H + sem o co transporte da lactose, mas também o 
transporte de lactose para fora da célula sem o cotransporte 
de H contra seu gradiente de concentração. 

A estrutura por raios X da lactose permease em comple- 
xo com um análogo de lactose firmemente ligado, determina- 
da por Kaback e So Iwata, revela que esta proteína consiste 


em dois domínios relacionados com estrutura semelhante e 
uma pseudossimetria de ordem 2 contendo, cada um, seis 
hélices transmembrana (Fig. 20.30a). Uma grande cavida- 
de interna hidrofüica se abre para o lado citoplasmãtico da 
membrana (Fig. 20.306) de forma que a estrutura representa 
o estado E-l da proteína. O análogo da lactose está ligado na 
cavidade em uma posição aproximadamente equidistante de 



(b) 


FIGURA 20.30 Estrutura por raios X da permease da lactosse 
de E. colL (a) Diagrama de fita com vista a partir da membrana 
tendo acima a face citoplasmática. As 12 hélices transmembrana 
da proteína estão coloridas de acordo com as cores do arco-íris 
sendo a extremidade N-terminal em púrpura e a C-terminal em 
cor-de-rosa. O análogo de lactose ligado está representado por 
esferas negras, (b ) Modelo de superfície molecular visto como 
na Parte a mas com a remoção das hélices mais próximas do 
observador para mostrar a cavidade de ligação à lactose. A su- 
perfície está colorida de acordo com seu potencial eletrostático 
sendo, em azul, as áreas carregadas positivamente, em vermelho 
as carregadas negativamente e, em branco, as áreas neutras. 
(Cortesia de H. Ronald Kaback, UCLA, EUA. PDBid 1PY7.) 
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ambos os lados da membrana, consistente com o modelo que 
mostra que o sítio de ligação à lactose é acessível alternada- 
mente de cada lado da membrana (p. ex., Fig. 20.10). Os re- 
síduos de Arg, His, e Glu que foram implicados, por estudos 
mutacionais, no translado de prótons estão localizados nas 
vizinhanças do sítio de ligação à lactose. 

C. Transportador ATP-ADP 

O ATP gerado na matriz mitocondrial (compartimento in- 
terno da organela; Seção 1.2 A) pela fosforilação oxidativa 
(Seção 22.3C) é utilizado, no citosol, em processos endergô- 
nicos como biossíntese, transporte ativo e contração muscu- 
lar. A membrana mitocondrial interna possui uma proteína 
transmembrana que exporta ATP para fora da matriz e im- 
porta o ADP produzido no citosol pela hidrólise do ATP. 
Esse antiporte, o transportador ATP-ADP (também cha- 
mado de carreador ADP/ATP), é eletrogênico, uma vez 

j y 

que troca ADP " por ATP Ê o membro mais abundante 
da família de carreadores mitocondriais de proteínas que 
transportam uma grande variedade de metabólitos através 
da membrana mitocondrial interna; constitui —10% das pro- 
teínas de membrana da mitocôndria. 

Vários produtos naturais inibem o transportador ATP- 
ADP. O atractilosídeo (um veneno produzido pelo cardo 
do Mediterrâneo Atractylis gummifera que era conhecido 
pelos antigos egípcios) e seu derivado carboxiatractilosídeo 
(CATR) inibem o processo somente a partir da superfície 
externa da membrana mitocondrial interna; o ácido bongcré- 
quico (um produto da bactéria Pseudomonas cocovenenans) 
exerce seus efeitos somente na superfície interna. 
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sídeo como ligantes. A ligação ao atractilosídeo é também 
um meio conveniente de identificação do transportador. 

O transportador ATP-ADP, um dímero de subunida- 
des idênticas de 300 resíduos, possui características seme- 
lhantes às de outras proteínas de transporte. Possui um 
sítio de ligação pelo qual ATP e ADP competem. Possui 
duas conformações principais, uma com o sítio de ligação 
a ATP-ADP voltado para a matriz da mitocôndria e outra 
com esse sítio voltado para fora da organela. Em sua es- 
trutura por raios X em complexo com CATR (Fig. 20.31), 
determinada por Eva Pebay-Peyroula, cada uma das seis 
subunidades das hélices transmembrana circundam uma ca- 
vidade profunda e em forma de cone aberta para a matriz 
que é ocupada pela CATR. O transportador é um antiporte 
porque deve estar com seu ligante no sítio de ligação para 
alterar seu estado conformacional a uma velocidade fisiolo- 
gicamente razoável. 

O transportador ATP-ADP não constitui um sistema de 
transporte ativo propriamente dito. No entanto, a exportação 
eletrogênica de uma carga negativa por ciclo de transporte, 
na direção da exportação de ATP e de importação de ADP, 
é impelida pela diferença de potencial, A"T, através da mem- 
brana mitocondrial interna (positiva do lado de fora). Isso 
resulta na formação de gradientes de ATP e ADP através da 
membrana. 

5 NEUROTRANSMISSÃO 

Nos animais superiores, as comunicações intercelulares mais 
rápidas e complexas são mediadas por impulsos nervosos. O 
neurônio (célula nervosa; p. ex., Fig. 1.10d) transmite eletri- 
camente os sinais ao longo de seu extenso prolongamento 
(seu axônio, que chega a atingir o comprimento de mais de 
1 m nos animais maiores) como uma onda de correntes iôni- 
cas. A transmissão dos sinais entre os neurônios, bem como 
entre neurônios e músculos ou glândulas, em geral é media- 
da quimicamente por neuro transmissores. Nesta seção, serão 
discutidos os aspectos elétricos e químicos da transmissão do 
impulso nervoso. 
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Esses inibidores, com atividades diferentes, têm sido utiliza- 
dos como ferramentas valiosas no isolamento do translada- 
dor ATP-ADP e na elucidação de seus mecanismos de ação. 
Por exemplo, o transladador foi purificado por cromatogra- 
fia de afinidade (Seção 6.3C) usando derivados do atractilo- 


A. Canais tônicos dependentes de voltagem 

Os gradientes iônicos através das membranas celulares, 
conforme visto, são gerados por bombas específicas depen- 
dentes de energia (Seção 20.3). Esses gradientes são, por 
sua vez, descarregados através de canais iônicos, como os 
canais de K (Seção 20.2F). Contudo, as bombas não po- 
dem suportar o fluxo massivo de íons passando através dos 
canais. Por isso, esses canais estão normalmente fechados e 
abrem-se apenas de forma transitória para realizar algumas 
tarefas específicas. Os processos de abertura e fechamento 
dos canais iônicos ocorrem em resposta a uma variedade de 
estímulos: 

L Canais controlados por ligante abrem-se em resposta a 
estímulos extracelulares. Por exemplo, o canal de K 1 KcsA 
(Seção 20.2F) abre-se quando o pH extracelular está abaixo 
de 4 (a estrutura por raios X mostrada na Fig. 20.12 é a de 
sua conformação fechada), enquanto nas células nervosas a 
abertura desses canais se dá por ligação de neurotransmisso- 
res extracelulares específicos (Seção 20 .5C). 
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FIGURA 20.31 Estrutura por raios X do translocador ATP-ADP de coração bovino em complexo com carboxiatractilosídeo. (a) 

Uma subunidade da proteína homodimérica é vista a partir do plano da membrana interna tendo acima o espaço intermembranas, 
e está desenhada na forma de fita colorida com as cores do arco-íris, sendo a extremidade N-terminal azul e a C-terminal vermelha, 
e inserida no seu diagrama de superfície semitransparente. O carboxiatractilosídeo está desenhado na forma de volume atômico 
com C em ciano, O em vermelho e S em amarelo. As três moléculas de cardiolipina que cocristalizaram junto com a proteína estão 
desenhadas em forma de bastão com C em verde, O em vermelho e P em cor de laranja, (b) A superfície molecular vista a partir do 
espaço intermembranas e colorida de acordo com sua carga de superfície com positivo em azul, neutro em branco e negativo em 
vermelho. Observe a cavidade profunda carregada positivamente à qual se liga o ATP aniônico. (Com base em uma estrutura por 
raios X obtida por Eva Pebay-Peyroula, Université Joseph Fourier, Grnoble, França. PDBid 2C3E.) 


2. Canais controlados por sinal abrem-se em resposta à li- 
gação intracelular de um segundo mensageiro, como o íon 
Ca 2 ! ou a subunidade da proteína G heterotrimérica 
(Seção 19.2C). 

3. Canais mecanossensíveis se abrem sob a influência de 
estiramento, pressão ou deslocamento. Nas bactérias, eles 
parecem funcionar como válvulas de segurança para aliviar 
a pressão osmótica interna alta que poderia romper a parede 
celular, enquanto nos animais eles são importantes em fun- 
ções sensoriais como toque e audição. 

4. Canais dependentes de voltagem abrem-se em resposta 
a uma alteração no potencial de membrana. Os organismos 
multicelulares possuem inúmeras variedades desse tipo de ca- 
nal. Por exemplo, os impulsos nervosos são gerados a partir 
da abertura sequencial de canais dependentes de voltagem ao 
longo do comprimento da célula nervosa (Seção 20.5Ba). 

a. 0 controle por voltagem nos canais Kv é desencadeado pelo 
movimento de uma hélice proteica carregada positivamente 

Todos os canais de K dependentes de voltagem são homo- 
tetrâmeros transmembrana cujas sub unidades possuem, cada 


uma delas, um segmento citoplasmático N-terminal de 220 
resíduos, um segmento transmembrana de 250 resíduos con- 
sistindo em seis hélices, SI a S6, e um segmento citoplasmá- 
tico C-terminal de 150 resíduos (Fig. 20.32). As hélices S5 
e S6, são homólogas às hélices internas e externas do canal 
KcsA (Fig. 20.12a), com sua alça P interveniente possuindo a 
sequência de assinatura TVGYG dos canais de K + . 

Os canais de Na + e os canais de Ca 2 r dependentes de vol- 
tagem são monômeros de —2.000 resíduos que consistem em 
quatro domínios consecutivos homólogos ao domínio trans- 
membrana do canal de K + , separados por alças citosólicas 
normalmente longas. Esses domínios provavelmente adotam 
uma conformação pseudotetramérica ao redor de um poro 
central que é semelhante à das subunidades dos canais de K ' 
dependentes de voltagem. Essa homologia estrutural sugere 
que os canais iônicos dependentes de voltagem compartilham 
uma arquitetura comum, na qual as diferenças de seletivida- 
de iônica são resultado de variações estereoquímicas precisas 
dentro do poro central. Contudo, fora do seu núcleo trans- 
membrana conservado, esses canais são altamente divergen- 
tes. Por exemplo, os canais de K r dependentes de voltagem, 
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FIGURA 20 32 Estrutura secundária e orientação na mem- 
brana do canal de K dependente de voltagem. 

que são conhecidos como canais Kv, possuem um domínio 
conservado, com —100 resíduos, chamado domínio TI (Fig. 
20.32), que precede o domínio transmembrana e que não está 
presente em outros tipos de canais iônicos dependentes de 
voltagem. O domínio TI confere especificidade na oligome- 
rização das subunidades: ele impede que as subunidades Kv 
de subfamílias diferentes se organizem no mesmo tetrâmero. 

Qual é a natureza da maquinaria de regulação nos canais 
iônicos dependentes de voltagem? A estrutura por raios X do 
canal Kv de cérebro de rato denominado Kvl.2 na sua forma 
aberta, determinada por MacKinnon (Fig. 20.23), revela que 
suas hélices de SI a S4 formam domínios semelhantes a re- 
mos separados que se estendem radialmente para fora das 
hélices formadoras do canal S5 e S6. As hélices S4, de —19 
resíduos contêm cinco resíduos positivamente carregados 
(quatro Arg e um Lys) espaçados por —3 resíduos, atuam 


como sensores de voltagem. Isso foi mostrado pela ligação 
covalente a qualquer um dos vários resíduos de S4 de um co- 
rante cujo espectro de fluorescência varia com a polaridade 
do meio. As medidas de fluorescência desses canais iônicos 
marcados revelaram que, quando o potencial de membrana 
diminui (o citosol torna-se mais negativo, o que causa o fe- 
chamento do canal), um segmento de pelo menos 7 resíduos 
na extremidade N-terminal de S4 desloca-se de uma posição 
próxima do meio extracelular para o centro da membrana. 
Esse movimento sugere que os cinco resíduos positivamen- 
te carregados da hélice S4 são puxados para o citosol (parte 
inferior na Fig. 20.34 a, b) por uma distância de 15 À, empur- 
rando para baixo a hélice conectora S4-S5, a qual por sua vez 
empurra para baixo a hélice S6, unindo desta forma as extre- 
midades das hélices S6 de modo a fechar a entrada citosólica 
do canal de K " (Fig. 20.34c, d) . 

b. O canal Kv têm dois portões 

Medidas eletrofisiológicas indicam que o canal Kv se fecha 
de forma espontânea (sem mudança adicional no potencial 
de membrana) poucos milissegundos após se abrir, um pro- 
cesso denominado inativação, e abre-se novamente somen- 
te depois que a membrana foi repolarizada (recuperou seu 
potencial de repouso). É evidente que o canal Kv possui 
dois portões sensíveis à voltagem, um que abre o canal com 
o aumento do potencial de membrana e um que o fecha pou- 
co depois, um fenômeno que tem consequências importan- 
tes na transmissão do impulso nervoso (Seção 20.5B). De 
fato, se forem bloqueadas as correntes de íons K através 
da membrana pela obstrução dos canais Kv, a partir de sua 
face citosóüca, por altas concentrações de íons Cs ou de te- 
trameiilamônio (que são grandes demais para passar pelo 



FIGURA 20.33 Estrutura por raios X do canal de K + Kvl.2 controlado por voltagem, (a) Vista ao longo do eixo de simetria de 
ordem 4 da proteína tetramérica a partir da face extracelular da membrana na qual está inserido. As quatro subunidades idênticas 
estão em cores diferentes e o domínio TI foi omitido para maior clareza. A aparência fragmentada das cadeias polipeptídicas é de- 
vido à alta mobilidade dos segmentos que estão faltando. As hélices S5 e S6 com suas alças P intervenientes formam o poro para a 
passagem dos íons K ' (representados por esferas verdes). As hélices de SI a S4 formam um domínio transmembrana sensor de volta- 
gem separado que se associa com as hélices S5 e S6 da subunidade adjacente no sentido horário, (b) Vista perpendicular em relação 
à da Parte a tendo na parte superior a face extracelular da membrana. O poro e os domínios sensores de voltagem abrangem uma 
distância de 30 A, que corresponde à espessura do núcleo hidrofóbico da membrana. O domínio Tl, que ocupa o citoplasma, forma 
o vestíbulo do canal. As quatro amplas aberturas entre o domínio Tl e o canal são os portais através dos quais os íons K ' entram no 
canal. (Com base em uma estrutura por raios X obtida por Roderick MacKinnon, Rockefeller University, EUA. PDBid 2A79.) 
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FIGURA 20.34 Mecanismo proposto de controle da abertura 
do canal de K + Kvl.2 controlado por voltagem, (a) O domínio 
sensor de voltagem na estrutura por raios X do Kvl.2 na sua 
conformação aberta visto a partir do poro paralelo ao plano da 
membrana tendo na parte superior a solução extracelular. A 
cadeia polipeptídica está desenhada em forma de fita com as 
hélices de SI a S4 em branco e a hélice que conecta S4 a S5 em 
cor de laranja. As cadeias laterais estão mostradas na forma de 
esferas e bastões nas quais as dos resíduos de Arg e Lys da S4, 
as chamadas cargas do portão, estão em ciano, as dos resíduos 
de Asp e Glu nos chamados agrupamentos externo e interno 
estão em vermelho, e a da Phe 233, que separa o agrupamento 
interno do externo, está em verde. Observe que as cargas do 
portão se estendem para cima e para dentro da solução extrace- 
lular e se associam com o agrupamento externo, (b) O domínio 
sensor de voltagem na conformação fechada hipotética é mos- 
trado como na Parte a. S4 juntamente com S3 foi movida para 
baixo em relação a SI e S2 em direção ao citosol que agora está 
com mais carga negativa, girando desta forma a hélice S4-S5 
no sentido da seta branca na Parte a. Aqui as cargas do portão 
se estendem para baixo no sentido do citoplasma e se associam 
com o agrupamento interno, (c) Os conectores S4-S6 e o con- 
junto do poro, que inclui as hélices S5 e S6 é vista, na estrutura 
por raios X do Kvl.2, no sentido oposto ao da Parte a. As hé- 
lices S6 estão em azul, os conectores S4-S5 que contatam a S6 
estão em cor de laranj a e o restante do conjunto do poro está 
em verde, (d) Modelo hipotético do conector S4-S5 na confor- 
mação fechada, apresentado como na Parte c com a estrutura 
do conjunto do poro para o K" baseada na estrutura por raios 
X do canal KscA (Fig. 20.12 ú). (Cortesia de Roderick MacKin- 
non, Rockefeller University, EUA. PDBid 2R9R.) 

poro do canal de K ,mas aparentemente ficam presos dentro 
dele), podem ser detectadas diminutas “correntes intrínsecas 
do portão”, que se originam dos movimentos de abertura e 
fechamento desses portões carregados positivamente (a cor- 
rente elétrica é o movimento de carga) . 


c. A inativação ocorre peta inserção do peptídeo N-terminal 
do canal Kv no seu poro centrai 
A inativação do canal Kv é abolida pela remoção proteolí- 
tica de seu segmento N-terminal de 20 resíduos (seu peptídeo 
inativador), que forma uma estrutura em forma de esfera, 
segundo estudos de RM. Entretanto, quando um peptídeo 
inativador sintetizado quimicamente é injetado no citosol, o 
canal Kv truncado é inativado em uma taxa proporcional à 
concentração do peptídeo inativador. Esse dado sugere que 
a inativação ocorre quando a esfera inativador a balança na 
extremidade do peptídeo de —65 resíduos que a une ao do- 
mínio Tl, fazendo-a ligar-se ao poro de K T aberto de forma 
a bloquear fisicamente a passagem dos íons K , mecanismo 
conhecido por esfera e cadeia. De fato, o tempo que o canal 
permanece aberto varia com o comprimento dessa “cadeia”, 
o que foi ajustado por meio de mutações. 

Onde se localiza o sítio de ligação do peptídeo inativa- 
dor? Uma análise mutacional, realizada por MacKinnon, 
revelou que os resíduos hidrofóbicos que revestem o poro 
interno e a cavidade central do canal Kv formam o sítio re- 
ceptor para o peptídeo inativador. Uma vez que a entrada 
citosólica - com diâmetro de — 6 À - para o poro interno é 
muito estreita para que a esfera passe, o peptídeo deve se 
desdobrar para que isso aconteça. Os primeiros 10 resíduos 
são predominantemente hidrofóbicos, enquanto os 10 se- 
guintes são hidrofüicos e possuem vários resíduos básicos. 
Parece, portanto, que a inativação ocorre pela ligação da por- 
ção N-terminal do peptídeo totalmente estendido ao interior 
do poro por interações hidrofóbicas, sendo essa associação 
incrementada pela ligação dos resíduos básicos do segmento 
C-terminal esférico do peptídeo aos resíduos ácidos que re- 
vestem a entrada do poro. Assim, o peptídeo inativador atua 
mais como uma serpente do que como uma esfera e cadeia. 

De que forma o peptídeo inativador entra em contato 
com o poro interno, que parece estar coberto pelo tetrâme- 
ro Tl? A estrutura por raios X mostra (Fig. 20.33Ò) que a 
passagem através do centro do tetrâmero é estreita demais 
para permitir a introdução do peptídeo inativador. Além dis- 
so, Cliristopher Miller mostrou que a ligação de domínios Tl 
adjacentes por ligações dissulfeto preparadas por engenharia 
genética (cujas posições foram selecionadas com base na es- 
trutura por raios X de Tl ) não afeta de forma significativa 
as propriedades do portão do canal, eliminando assim a pos- 
sibilidade de que os domínios Tl individuais no tetrâmero 
se afastem suficientemente para permitir a entrada do pep- 
tídeo. Isso sugere fortemente que o peptídeo inativador tem 
acesso à base do poro transmembrana através de janelas la- 
terais entre os domínios transmembrana e Tl, ladeadas pelo 
segmento peptídico de —35 resíduos que une esses domínios. 
Supostamente, os íons K + passam através dessas mesmas ja- 
nelas quando o canal Kv está aberto. 

Um canal Kv modificado de maneira que somente uma 
das quatro subunidades possui peptídeo de inativação ainda 
é inativado, porém a uma taxa que é um quarto da normal. 
Aparentemente, qualquer um dos quatro peptídeos de inati- 
vação do canal de Kv normal pode bloquear o canal, sendo 
simplesmente aleatório qual deles o faz. Os canais de Na 4 
dependentes de voltagem, ao contrário, possuem apenas um 
peptídeo de inativação, localizado no segmento que une os 
domínios terceiro e quarto transmembrana homólogos do 
canal de Na" . Consequentemente, a remoção, por engenha- 
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TABELA 20.3 Concentrações iônicas e coeficientes de 

permeabilidade da membrana em mamíferos 


A 

Ion 

Célula 

(mAÍ) 

Sangue 

(mM) 

Coeficiente de 
permeabilidade (cm * s~ ) 

K + 

139 

4 

5 XlO -7 

Na + 

12 

145 

5 X 10 -9 

cr 

4 

116 

1 X 10 -s 

X“* 

138 

9 

0 


*X representa as macromoléculas que estão carregadas negativamente em 
condições fisiológicas. 

fortíe/Darnell, J., Lodish, H., and Baitimore, D., Molecular Cell Biology, p. 
618 e 725, Scientific American Books (1986). 


enorme para padrões macroscópicos: presumindo-se uma 
espessura de membrana de 50 A, seu valor é de cerca de 
170.000 V • cm" 1 . 

a. Os impulsos nervosos propagam-se por potenciais 
de ação 

Um impulso nervoso consiste em uma onda de despolarização 
transitória da membrana conhecida como potencial de ação, 
que percorre a célula nervosa . Um microeletrodo implantado 
em um axônio registra que, durante os primeiros 0,5 ms de 
um potencial de ação, o AM f aumenta de -60 mV, que é o va- 
lor de seu potencial de repouso, para —30 mV (Fig. 20.35a). 
Essa despolarização é seguida por uma onda de repolariza- 


ria genética, da cadeia do peptídeo nessa região anula a ina- 
tivação do canal. 

B. Potenciais de ação 

Os neurônios, assim como outras células, geram gradien- 
tes íônicos através de sua membrana pl asmática pela ação 
de bombas iônicas específicas. Uma (Na + -K7)-ATPase 
em especial (Seção 20.3 A), bombeia K 1 para dentro e Na’ 
para fora do neurônio para manter as concentrações intra 
e extracelulares em valores semelhantes àqueles constantes 
da Tabela 20.3. O potencial de membrana resultante, A 1 ?, 
através da membrana celular é descrito pela equação de 
Goldman, uma extensão da Equação [20.3J, que leva em con- 
sideração explicitamente as diferentes permeabilidades da 
membrana aos vários íons: 

RT ^P c [C(exterior)] + ^P a [A(interior)] 

A M' = ln — — ; 

& ^ Pc [ C(interior) ] + ^ P a [A (exterior) ] 

[ 20 . 8 ] 

Onde, C e A representam respectivamente cátions e ânions, 
e, para simplificar, supõe-se (o que é fisiologicamente ra- 
zoável) que somente os íons monovalentes estão em con- 
centrações significativas. As quantidades P c e P a , ou seja, os 
coeficientes de permeabilidade respectivos para os vários cá- 
tions e ânions, são indicativas da facilidade com que os íons 
correspondentes atravessam a membrana (o coeficiente de 
permeabilidade é igual ao coeficiente de difusão de um dado 
íon através da membrana dividido pela espessura da mem- 
brana; Seção 20.2A). Note que a Equação [20.8] é reduzida à 
Equação [20.3], caso se suponha que todos os coeficientes de 
permeabilidade dos íons móveis sejam iguais. 

Aplicando a Equação [20.8] aos dados da Tabela 20.3 
e adotando-se uma temperatura de 25°C, obtém-se AM' = 
—83 mV (interior negativo), o que concorda com os po- 
tenciais de membrana medidos experimentalmente para 
células de mamíferos. Esse valor é um pouco maior do que 
o potencial de equilíbrio do K , o valor de AM r = —91 mV 
obtido supondo-se que a membrana seja permeável somen- 
te aos íons K (P m + ~~ Pd- — 0). O potencial de membrana 
é gerado por um desequilíbrio surpreendentemente peque- 
no na distribuição dos íons através da membrana. Somente 
um par iônico em um milhão é separado pela membrana, 
com o ânion indo para o lado citosólico e o cátion para o 
lado externo. Entretanto, o campo elétrico resultante é 




FIGURA 20.35 Cinética de um potencial de ação. (a) A 

membrana do axônio sofre uma despolarização rápida, seguida 
por uma hiperpolarização quase tão rápida e uma recupera- 
ção lenta ao seu potencial de repouso. ( b ) A despolarização é 
causada pelo aumento transitório na permeabilidade ao Na ' 
(condutância), enquanto a hiperpolarização resulta de um au- 
mento mais prolongado da permeabilidade ao K ! , iniciada uma 
fração de miüssegundo mais tarde. A unidade de condutância, 

1 mho = 1 ohm . (Conforme Hodgkin, A.L., e Huxley, A.F., J. 
Physiol. 117, 530 [1952].) 
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ção quase tão rápida, ultrapassando o potencial de repouso 
até o valor do potencial de equilíbrio do K (hiperpolariza- 
ção), seguida de uma recuperação mais lenta ao potencial de 
repouso. Qual é a origem desse complicado comportamento 
elétrico? Em 1952, Alan Hodgkin e Andrew Huxley demons- 
traram que o potencial de ação resulta de um aumento tran- 
sitório da permeabilidade da membrana aos íons Na ' (E Na +) 
seguida, dentro de uma fração de milissegundo, por um au- 
mento transitório da permeabilidade da membrana aos íons 
K + (P K+ ) Fig. 20.35b). 

As mudanças na permeabilidade específica aos íons que 
caracterizam o potencial de ação são resultantes da presença 
de canais específicos de Na e K dependentes de voltagem. 
Quando um impulso nervoso alcança uma determinada 
porção da membrana da célula nervosa, o aumento do po- 
tencial de membrana induz a abertura transitória dos canais 
de Na + , e os íons difundem para dentro da célula nervosa a 
uma velocidade de —6.000 íons • ms -1 por canal. Esse au- 
mento na í* Na + causa um aumento no (Equação [20.3]), 
o que, por sua vez, induz a abertura de mais canais de Na', 
causando uma entrada explosiva do íon na célula. Contudo, 
antes que esse processo possa alcançar o potencial de equi- 
líbrio do Na"', ao redor de 60 mV, os canais de K ' se abrem 
(P K aumenta) enquanto os canais de Na se fecham (são 
inativados; a P N f retorna ao seu valor de repouso). Por 
isso, o A^F reverte o sinal e excede seu potencial de repouso 
e se aproxima do valor do potencial de equilíbrio do K . 
Finalmente, os canais de K + também são inativados e a re- 
gião da membrana recupera seu potencial de repouso. Os 
canais de Na + , que permanecem abertos somente de 0,5 a 
1,0 ms, só reabrirão depois que a membrana tiver retornado 


ao seu estado de repouso, limitando assim a velocidade de 
descarga do axônio. 

Um potencial de ação é desencadeado por um aumento 
de —20 mV no A 1 P, que chega a —40 mV. Portanto, o po- 
tencial de ação propaga-se ao longo de um axônio porque 
o aumento inicial do A^P em uma dada região da membra- 
na axonal desencadeia o potencial de ação em uma região 
adjacente da membrana, que o faz em outra região adja- 
cente, etc. (Fig. 20.36). Assim, o impulso nervoso é conti- 
nuamente amplificado, de forma que a amplitude do sinal 
permanece constante ao longo do comprimento do axônio 
(ao contrário, um impulso elétrico percorrendo um fio con- 
dutor dissipa-se em consequência dos efeitos de resistên- 
cia e capacitância). Observe, contudo, que, uma vez que o 
desequilíbrio iônico relativo responsável pelo potencial de 
repouso é pequeno, somente uma fração muito pequena do 
gradiente de Na -K da célula nervosa é descarregada em 
um único impulso nervoso (conforme medidas realizadas 
com Na radioativo, dos 3.000 a 300.000 íons K ' existentes 
no citosol, somente um é trocado por um Na + ). Por isso, 
um axônio pode transmitir um impulso nervoso em poucos 
milissegundos sem pausa. Sua capacidade de disparar rapi- 
damente é um aspecto essencial da comunicação neuronal: 
uma vez que todos os impulsos nervosos têm a mesma ampli- 
tude, a magnitude do estímulo é propagada pela velocidade 
de disparo do nervo. 

b. O canal de Na dependente de voltagem é o alvo de 
numerosas neurotoxlnas 

Neurotoxinas têm sido ferramentas valiosas no esclareci- 
mento de vários aspectos mecanísticos da neurotransmissão. 
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FIGURA 20.36 Propagação do potencial de ação ao longo do axônio. A despolarização da membrana na frente de propa- 
gação de um potencial de ação desencadeia um potencial de ação na porção da membrana do axônio imediatamente adiante, 
pela indução da abertura dos canais de Na 1 dependentes de voltagem. A medida que a onda de despolarização avança, os 
canais de Na fecham-se e os canais de K abrem-se para hiperpolarizar a membrana. Após um período refratário curto, du- 
rante o qual os canais de K se fecham e a membrana hiperpolarizada recupera seu potencial de repouso, um segundo impulso 
pode ser iniciado. A velocidade de propagação do impulso indicada é aquela medida no axônio gigante de lula, que é o mo- 
delo experimental favorito dos neurofisiologistas, devido à sua extraordinária largura (até ~1 mm). Note que, nesta figura, o 
potencial de ação aparece no sentido contrário daquele da Fig. 20.35, porque esta figura mostra a distribuição do potencial de 
membrana ao longo de um axônio em um dado instante, enquanto a Fig. 20.35 mostra a variação do potencial de membrana 
em função do tempo em um ponto fixo do axônio. 
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Como será visto, muitas neurotoxinas interferem na ativida- 
de dos canais de Na" dependentes de voltagem neuronais, 
mas, curiosamente, são conhecidas poucas que afetam os ca- 
nais de K + dependentes de voltagem. 

A tetrodotoxina, 

0 “ 



um veneno paralisante de enorme potência, que ocorre prin- 
cipalmente na pele, nos ovários, no fígado e nos intestinos do 
peixe baiacu (conhecido no Japão como fugu, uma especia- 
lidade que deve ser preparada somente por cozinheiros que 
possam atestar seu conhecimento da anatomia do peixe), 
atua bloqueando especificamente o canal de Na + . O mesmo 
é bloqueado de forma semelhante pela saxitoxina, 


o 



Saxitoxina 


um produto de dinoflagelados marinhos (um tipo de plânc- 
ton conhecido como “maré vermelha”) que é concentrado 
por determinados moluscos que se alimentam desse plânc- 
ton, a tal ponto que apenas um pequeno número desses mo- 
luscos pode conter uma quantidade de saxitoxina suficiente 
para matar 50 pessoas. Essas duas neurotoxinas possuem 
um grupo guanidino catiônico e ambas são efetivas somen- 
te quando aplicadas na superfície externa do neurônio (sua 
injeção no citosol não produz efeito). Por essa razão, imagi- 
na-se que essas toxinas interajam especificamente com um 
grupo carboxilato aniônico localizado no lado extracelular 
da entrada do canal de Na + . 

A batracotoxina, 



Batracotoxina 


um alcaloide esteroide secretado pela pele do sapo colombia- 
no Phyllobates aurotaenia, é o mais potente veneno conhe- 


cido (2 jxg • kg” 1 de peso corporal é 50% letal para camun- 
dongos). Essa substância também se liga especificamente ao 
canal de Na" dependente de voltagem, mas, ao contrário da 
ação da tetrodotoxina e da saxitoxina, torna a membrana 
axonal altamente permeável ao Na”. De fato, a despolari- 
zação axonal induzida pela batracotoxina é revertida pela 
tetrodotoxina. A observação que a estimulação elétrica repe- 
tida de um neurônio aumenta a ação da batracotoxina indica 
que esta se liga ao canal de Na 1 no seu estado aberto. 

Venenos de escorpiões americanos possuem famílias 
de neurotoxinas proteicas de 60 a 70 resíduos que também 
despolarizam neurônios por meio da sua ligação aos canais 
de Na T (as diferentes neurotoxinas em um mesmo veneno 
parecem ser especializadas em se ligar a canais de Na 1 das 
diferentes espécies animais que o escorpião tem a probabili- 
dade de encontrar). No entanto, as toxinas de escorpião e a 
tetrodotoxina não competem entre si pela ligação ao canal de 
Na" , devendo, por isso, se ligar a sítios diferentes. 

c. A velocidade do impulso nervoso aumenta com a 
mlellnlzaçâo 

Os axônios dos maiores neurônios dos vertebrados são en- 
voltos por mielina, uma “fita isolante” biológica que forma 
um invólucro ao redor do axônio (Fig. 20.37a), isolando-o 
eletricamente do meio extracelular. Nos nervos mieliniza- 
dos, os impulsos propagam-se com velocidades de até 100 
m • s" 1 , não passando de 10 m • s _1 nos nervos não mielini- 
zados (p. ex., imagine as dificuldades de coordenação que 
uma girafa teria se contasse somente com nervos não mie- 
linizados). 

De que forma a mielinização aumenta a velocidade dos 
impulsos nervosos? A bainha de mielina é interrompida ao 
longo do axônio aproximadamente a cada milímetro por es- 
paços estreitos não mielinizados conhecidos como nódulos 
de Ranvier (Fig. 20.37b), através dos quais o axônio entra 
em contato com o meio extracelular. Estudos de ligação uti- 
lizando tetrodotoxina radioativa indicam que os canais de 
Na dependentes de voltagem dos axônios não mielinizados 
estão distribuídos na membrana axonal de forma uniforme, 
mas esparsa, com —20 canais por jxm 2 . Em contraste, os ca- 
nais de Na 1 dos axônios mielinizados ocorrem somente nos 
nódulos de Ranvier, onde estão concentrados em uma den- 
sidade de 10 4 canais por |xm 2 . O potencial de ação de um 
axônio mielinizado salta entre os nódulos, em um processo 
chamado condução saltatória. Por isso, a transmissão do im- 
pulso nervoso entre os nódulos deve ocorrer por meio da 
condução passiva de uma corrente iônica, um mecanismo 
que é inerentemente muito mais rápido do que a propaga- 
ção contínua de um potencial de ação, mas que é dissipá- 
vel. Os nódulos atuam como estações de amplificação para 
manter a intensidade do impulso elétrico à medida que ele 
se propaga pelo axônio. Sem o isolamento de mielina, o im- 
pulso elétrico se tornaria muito atenuado, pelo vazamento 
iônico transmembrana e pelos efeitos de capacitância, para 
desencadear um potencial de ação no nódulo seguinte. De 
fato, a esclerose múltipla, uma doença autoimune que des- 
trói a mielina das fibras nervosas do cérebro e da medula es- 
pinal, resulta em deficiências neurológicas sérias e, embora 
raramente fatais. 
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FIGURA 20.37 Mielinização. (a) Uma micrografia eletrônica 
de fibras nervosas mielinizadas em secção transversal. A bai- 
nha de mielina que envolve o axônio é a membrana plasmática 
de uma célula de Schwann que, à medida que cresce de forma 
espiralada ao redor do axônio, expele seu citoplasma por entre 
as camadas de membrana. A dupla bicamada resultante, que 
perfaz de 10 a 150 voltas ao redor do axônio, é um bom isolante 
elétrico devido ao seu conteúdo lipídico particularmente alto 
(79%). (Cortesia de Cedric Raine, Albert Einstein College of 
Medicine of Yeshiva University, EUA.) (6) Desenho esquemá- 
tico de um axônio mielinizado em secção longitudinal, indican- 
do que a membrana axonal está em contato com meio extra- 
celular na região dos nódulos de Ranvier (que são os espaços 
relativamente pequenos entre células mielinizadas adjacentes). 
A despolarização gerada por um potencial de ação em um nó- 
dulo salta, via condução iônica, ao longo do axônio mielinizado 
( flechas vermelhas ) para o nódulo vizinho, onde induz um novo 
potencial de ação. Consequentemente, os impulsos nervosos nos 
axônios mielinizados são transmitidos por condução saltatória. 
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C. Neurotransmissores e seus receptores 

As j unções através das quais os neurônios transmitem sinais 
para outros neurônios, para os nervos ou para as glândulas 
são chamadas sinapses. Nas sinapses elétricas, que são espe- 
cializadas na transmissão rápida do sinal, as células são sepa- 
radas por um espaço de apenas 20 À, a fenda sináptica, que é 
atravessada por junções comunicantes (Seção 12.3F). Assim, 
um potencial de ação chegando ao lado pré-sináptico da fen- 
da é capaz de despolarizar suficientemente a membrana pós- 
-sináptica e desencadear diretamente seu potencial de ação. 
Contudo, o espaço > 200 Â da maioria das sinapses é grande 
demais para esse acoplamento elétrico direto. Nessas sinap- 
ses químicas, a chegada do potencial de ação desencadeia a 
liberação, pelo neurônio pré-sináptico, de uma substância es- 
pecífica conhecida como neurotransmissor, o qual se difunde 
através da fenda e se liga ao seu receptor correspondente na 
membrana pós-sináptica. Nas sinapses excitatórias, a ligação 
do neurotransmissor induz a despolarização da membrana, 
desencadeando um potencial de ação na membrana pós-si- 
nãptica. Já, nas sinapses inibitórias, a ligação do neurotrans- 
missor altera a permeabilidade da membrana pós-sináptica 
de forma a inibir um potencial de ação e assim atenuar os 
sinais excitatórios. Qual é o mecanismo pelo qual um poten- 
cial de ação estimula a liberação do neurotransmissor, e de 


que maneira sua ligação ao receptor altera a permeabilidade 
da membrana pós-sináptica? Para responder essas perguntas, 
deve-se considerar o funcionamento das sinapses colinérgi- 
cas, isto é, as sinapses que usam a acetilcolina (ACh) como 
neurotransmissor. 

O 

+ 

CH 3 — C — O — CH 2 — CH 2 — N(CH 3 ) 3 


Acetilcolina (ACh) CH 3 



H Muscarina 

São conhecidos dois tipos de sinapses colinérgicas: 

1. As que possuem receptores nicotínicos (receptores que 
respondem à nicotina). 

2. As que possuem receptores muscarínicos (receptores 
que respondem à muscarina, um alcaloide produzido pelo 
cogumelo venenoso Amanita muscaria). 
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A seguir, será dado foco às sinapses colinérgicas conten- 
do receptores nicotínicos, j á que estas são as sinapses melhor 
caracterizadas e que ocorrem em todas as junções neuromus- 
culares excitatórias dos vertebrados e em vários locais no sis- 
tema nervoso. 

a. Os órgãos elétricos das arraias elétricas são fontes ricas 
em sinapses colinérgicas 

O estudo da função sinãptica foi bastante facilitado pela des- 
coberta que a homogeneização do tecido nervoso provoca 
o rompimento das extremidades pré-sinápticas e seu fecha- 
mento, formando os sinaptossomos (Seção 12.4Da). O uso 
dos sinaptossomos, que podem ser isolados por ultracentri- 
fugação em gradiente de densidade, traz a vantagem de que 
eles podem ser manipulados e analisados sem a interferência 
de outros componentes neuronais. 

A fonte mais rica de sinapses colinérgicas são os órgãos 
elétricos da enguia de água doce Electrophorus elecíricus e 
da arraia elétrica marinha do gênero Torpedo. Os órgãos elé- 
tricos, que esses animais usam para atordoar ou matar suas 
presas, consistem em pilhas de —5.000 células delgadas e 
achatadas, chamadas eletroplacas, que iniciam seu desenvol- 
vimento como células musculares, mas acabam por perder 
seu aparato contrátil. Um dos lados de uma eletroplaca é ri- 
camente inervado e tem alta resistência elétrica, enquanto o 
lado oposto não possui inervação e sua resistência elétrica é 
baixa. Ambos os lados mantêm um potencial de membrana 
em torno de -90 mV. Sob estimulação neuronal, todas as 
membranas inervadas em uma pilha de eletroplacas despo- 
larizam simultaneamente para um potencial de membrana 
de —40 mV, produzindo uma diferença de potencial de 130 
mV através de cada célula (Fig. 20.38). Uma vez que 5.000 
eletroplacas são “conectadas” em série, como as baterias de 
uma lanterna, a diferença de potencial total através da pilha 
é —5.000 X 0,130 V = 650 V, suficiente para matar um ser 
humano. 

b. A ACh é liberada peia exocltose das vesículas sinãpticas 
desencadeada peio Ca 2 * 

A ACh é sintetizada próximo à extremidade pré-sináptica 
do neurônio pela transferência de um grupo acetil da acetil- 


-CoA (a estrutura da coenzima A [CoA] está mostrada na 
Fig. 21.2) para a colina, em uma reação catalisada pela coli- 
na-acctiltransferasc. 

O 

f jf» 

H 3 c— c — s — CoA + HO — CH 2 — CH 2 — N(CH 3 ) 3 

Acetil-CoA Colina 

Colina- 

-ac etiltr ansfer as 6 

o 

H 3 C — C — O — CH 2 — CH 2 N(CH 3 ) 3 + HS — CoA 

Acetilcolina 

Muito dessa ACh é sequestrada em vesículas sinápticas de 
400 À de diâmetro e envoltas por membrana, que contêm, 
cada uma delas, — 10 4 moléculas de ACh. 

A chegada de um potencial de ação na membrana pré-si- 
náptica desencadeia a abertura de canais de Ca dependen- 
tes de voltagem, que aumentam transitoriamente a concentra- 
ção local do íon, de seu nível em repouso de 0,1 pM, para 10 a 
1 00 pM. O influxo de Ca extracelular, por sua vez, estimula 
a exocitose das vesículas sinápticas nas vizinhanças do canal 
de Ca , de forma que elas liberam seu conteúdo de ACh na 
fenda sináptica (Fig. 12.73). Na Seção 12.4D, é apresentado o 
mecanismo pelo qual as vesículas sinápticas se fundem com a 
membrana pré-sináptica. 

O mecanismo por meio do qual o Ca 2+ induz a exocito- 
se das vesículas sinápticas está começando a ser esclarecido. 
A principal proteína sensor a de Ca 2 parece ser a sinapto- 
tagmina I, uma proteína com uma única hélice atravessando 
a membrana da vesícula sináptica, cujo domínio citosólico 
contém quatro sítios de ligação ao Ca 2+ . Em níveis basais 
de Ca 2 ’ , a sinaptotagmina I liga-se à Q-SNARE sintaxina 
(Seção 12.4Db), bloqueando sua ligação à R-SNARE sinap- 
tobrevina e à Q-SNARE SNAP25 e impedindo, assim, a fu- 
são das vesículas. Contudo, ao se ligar ao Ca 2+ , a sinaptotag- 
mina I libera a sintaxina, permitindo o início da fusão. 

Uma vez desencadeada, a fusão das vesículas sinápticas 
com a membrana pré-sináptica ocorre muito rapidamente (em 
< 0,3 ms), porque muitas delas já estão ancoradas na membra- 
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FIGURA 20.38 A despolarização simultânea (em vermelho , à direita ) das membranas inervadas em uma pilha de eletroplacas 
“ligadas" em série resulta em uma grande diferença de voltagem entre as duas extremidades da pilha. Isso se deve ao fato da vol- 
tagem total através da pilha ser a soma das voltagens geradas por cada uma de suas numerosas eletroplacas. 
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na. Cada pulso de Ca 2 ' desencadeia a exocitose de cerca de 
10% dessas vesículas. Contudo, elas são rapidamente repos- 
tas, porque a maioria das vesículas sinápticas remanescentes 
é mantida em uma reserva, chamada zona ativa, a uma dis- 
tância de 20 nm da membrana pré-sináptica. As vesículas são 
mantidas nessa zona por meio de uma fosfoproteína fibrosa 
chamada sinapsina I, que também se liga às proteínas do cito- 
esqueleto, actina e espectrina (Seção 12.3Db). A sinapsina I é 
um substrato para a proteína-cinase dependente de calmoduli- 
na (Seção 18.3Ce), de modo que um aumento na concentração 
do Ca í- causa sua fosforilação. Isso aparentemente libera as 
vesículas sinápticas da zona ativa, permitindo que ancorem na 
membrana pré-sináptica em preparação para a exocitose. A 
distância de 20 nm entre a zona ativa e a membrana pode ser 
suficientemente curta para que a Q- e a R-SNARE iniciem a 
formação de seu complexo em espiral enrolada (Fig. 12.74), 
que pode facilitar o processo de ancoramento. 

A aranha viúva-negra beneficia-se desse sistema: seu ve- 
neno proteico altamente neurotóxico, a a-latrotoxina ( 130 
kDa), causa liberação maciça de ACh na junção neuromus- 
cular, pela formação de canais transmembrana homotetra- 
méricos na membrana pré-sináptica que atuam como ionó- 
foros de Ca" + . Em contraste, a toxina botulínica, como já 
visto (Seção 12.4Dd), interfere com a exocitose das vesículas 
sinápticas, pois ataca proteoliticamente proteínas SNARE 
específicas, impedindo a liberação da ACh. 

As proteínas das vesículas sinápticas exocitadas são ra- 
pidamente resgatadas da membrana pré-sináptica via endo- 


citose, principalmente em vesículas recobertas por clatrina 
(Seção 12.4C). No entanto, ao perderem sua cobertura de 
clatrina, essas vesículas não se fundem com endossomos, 
como normalmente acontece (Fig. 12,91). Em vez disso, elas 
são imediatamente recarregadas com ACh por um antiporte 
H + -ACh, que é impulsionado pelo bombeamento de prótons 
para dentro das vesículas por uma ATPase tipo V (Seção 
20.3), e transladadas para a zona ativa. Essa reciclagem rápi- 
da das vesículas sinápticas (que demora menos de 1 minuto) 
permite que os neurônios sejam excitados continuamente a 
uma velocidade de —50 vezes por segundo. 

c. O receptor da acetllcollna é um canal de cátíons 
controlado por ligante 

Após sua liberação da membrana pré-sináptica, a acetilcoli- 
na se difunde rapidamente através da fenda sináptica para a 
membrana pós-sináptica, onde se liga ao receptor de acetilco- 
lin a com 290 kDa (AchR), uma glicoproteína transmembrana 
ct 2 |37Ô, cujas quatro diferentes subunidades com 490 resíduos 
são homólogas. A ligação de duas moléculas de A Ch ao re- 
ceptor induz alostericamente a abertura de um canal através 
do receptor que permite a difusão dos íons Na para dentro 
da célula com uma velocidade máxima de 30.000 íons por 
milissegundo. A despolarização resultante da membrana pós- 
sináptica inicia um novo potencial de ação. O AChR também 
é permeável aos íons K + e Ca 2 . Contudo, relativamente pou- 
cos íons K 1 são transferidos uma vez que as forças termodi- 
nâmicas impulsoras exercidas pelo potencial de repouso da 



FIGURA 20.39 Estrutura eletrônica cristalina do receptor nicotmico de acetilcolina da arraia Torpedo marmorata. (a) Vista a 
partir da fenda sináptica. Os domínios extracelulares de cada tipo de subunidade estão em cores diferentes e suas porções remanes- 
centes estão em cinza. A cadeia lateral do ctTrp 149 que marca o sítio de ligação à ACh, está desenhada na forma de bastões (em 
dourado), (b) Vista paralela à membrana tendo a fenda sináptica na parte superior. Somente as duas subunidades frontais estão 
coloridas. As barras horizontais cinza representam a posição da membrana pós-sináptica. (Cortesia de Nigel Unwin, MRC Labora- 
tory of Molecular Biology, Cambridge, Reino Unido. PDBid 2BG9.) 
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membrana e o gradiente de concentração do K ' se opõem 
e se equilibram (para os íons Na f , essas forças se reforçam 
mutuamente). A concentração extracelular de Ca 2+ é tão mais 
baixa do que a de Na ' que sua contribuição à corrente iônica 
de entrada é negligenciável. Após 1 a 2 ms, a ACh se dissocia 
espontaneamente do receptor e o canal se fecha. A estrutura 
baseada na cristalografia eletrônica (Seção 12.3 Ab) do AChR 
na sua forma fechada (sem o ligante), determinada por Nigel 
Unwin, quando visto a partir da fenda sináptica é a de um 
cilindro com 80 À de diâmetro organizado com uma sime- 
tria de pseudo-ordem cinco na maior parte do seu compri- 
mento, cuj as subunidades estão dispostas no sentido horário 
com a ordem -ot-fl-ô-a-^- (Fig. 20.3 9a). Quando observado 
paralelamente ao plano da membrana pós-sináptica, é uma 
partícula com 160 Á de comprimento e com forma de cunha 
(Fig. 20.396). Cada uma de suas subunidades consistem em 
três domínios: um arranjo N-terminal extracelular que con- 
siste principalmente em um barril p com 10 fitas; um feixe 
transmembrana em zigue-zague com 4 hélices (M1-M4); e 
um componente intracelular formado principalmente por um 
segmento desorganizado que se estende do M3 seguido de 
uma hélice curva (MA) que precede M4. Os sítios de ligação 
à ACh estão localizados entre as interfaces a-y e a-S de seu 
domínio extracelular. 

O aspecto estrutural mais impressionante do receptor 
da ACh é a presença de um canal central aquoso com —20 Á 
de diâmetro por —65 À de comprimento, que se estende 
desde a entrada do receptor até o nível da bicamada lipídica. 
Assim forma um poro mais estreito com —30 À de compri- 
mento, construído a partir do anel das 5 hélices M2, que é 
bloqueado na altura da metade da bicamada. Esse bloqueio, 
que se presume seja o portão do canal, consiste em anéis de 
cadeias laterais da Leu 264 e Val/Ile 268 conservadas, que 
se projetam para dentro do canal a partir das hélices M2. 
Unwin propôs que a ligação da ACh ao receptor induz alos- 
tericamente rotações no sentido horário (vistas a partir da 
fenda sináptica) da sub unidade a das hélices M2 que resul- 
tam na abertura do portão. 

A extremidade intracelular do receptor contém uma ca- 
vidade central com —20 Á de diâmetro e —20 Â de compri- 
mento e está conectada com o citosol via aberturas laterais 
entre as hélices MA adjacentes, em um nível — 30 À abaixo 
da superfície da membrana. Essas aberturas são formadas na 
maior parte por resíduos aniônicos e têm a largura de — 8 À, 
que é comparável com os diâmetros dos íons K + e Na + en- 
voltos por suas primeiras camadas de hidratação. Assim, eles 
provavelmente servem de filtro que impede a passagem de 
ânions citoplasmáticos e de cátions grandes. Recorde que os 
canais Kv possuem aberturas laterais para o citoplasma simi- 
lares (Seção 20.5 Ac). 

O receptor de ACh é o alvo de uma das mais mortíferas 
neurotoxinas conhecidas (a morte ocorre por parada respira- 
tória), cujo uso tem sido um grande auxílio na elucidação da 
função do receptor. A histrionicatoxina, um alcaloide secre- 
tado pela pele do sapo colombiano Dendrobates histrionicus , 
e a rf-tubocurarina, o ingrediente ativo do veneno de flechas 
amazônico curare, que é também um agente paraÜsante útil 
em medicina, são ambos antagonistas da ACh que impedem 
a abertura do canal do receptor: 
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De forma semelhante, uma família de venenos proteicos ho- 
mólogos, com 7 a 8 kDa, provenientes de algumas das ser- 
pentes mais peçonhentas do mundo, que inclui a a-bungaro- 
toxina das serpentes do gênero Bungarus, a erabutoxina de 
serpentes marinhas e a cobratoxina de serpentes Naja naja 
(elapídeos), impede a abertura do canal do receptor da ACh 
por se ligar especificamente a todas as suas subunidades, mas 
de forma irreversível às subunidades a. Na verdade, o recep- 
tor solubilizado com detergente foi purificado por cromato- 
grafia de afinidade em uma coluna contendo a cobratoxina 
ligada covalentemente. A miastenia grave (do grego: mys, 
músculo + astheneia, fraqueza e do latim: gravis, sério), uma 
doença autoimune caracterizada por fraqueza muscular, é 
causada por anticorpos que se ligam ao AChR o que leva à 
sua destruição ou ao bloqueio da ligação da ACh. 

d. A acetilcotina é degradada rapidamente pela 
acetílcolinesterase 

Uma molécula de ACh que participa na transmissão de um 
determinado impulso nervoso deve ser degradada nos poucos 
milissegundos antes da chegada do impulso nervoso seguinte. 
Essa função essencial é desempenhada pela acetilcolineste- 
rase (AChE), uma enzima com 75 kDa e de atuação rápida, 
que está ancorada por um GPI à superfície da membrana 
pós-sináptica 
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H 3 c— c— o — CH 2 — CH 2 — N(CH 3 ) 3 + h 2 o 

Acetil colina 
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(o número de renovação [ turnover ] da AChE, k = 14.000 
s" e sua eficiência catalítica, k cal /K Xf = 1,5 X 10 M ! • s 
estão próximos do limite determinado pela difusão da enzi- 
ma e do substrato, de forma que a enzima é um catalisador 
quase perfeito; Seção 14.2Bb). A colina resultante é capta- 
da pela membrana pré-sináptica por meio de um simporte 
Na -colina, para ser utilizada na ressíntese de ACh. O fun- 
cionamento desse transportador é semelhante ao do simpor- 
te Na -glicose das células com borda em escova do intestino 
(Seção 20.4A). 

A AChE é uma serina-esterase, isto é, seu mecanismo 
catalítico lembra o das serina-proteases como a tripsina. 
Como visto na Seção 15.3Ab, essas enzimas são inibidas ir- 
reversivelmente por alquilfosfofluoridatos, tais como o di- 
-isopropilfosfofluoridato (DIPF). De fato, compostos rela- 
cionados, como o tabun e o sarin 

(CH 3 ) 2 CH 

(CH 3 ) 2 n x jy X o x y/ Q 

p p 

„ / \ / \ 

CH 3 — CH 2 — O CN H 3 C F 

Tabun Sarin 

são gases militares, pois sua inativação eficiente da AChE 
humana, por reação com a Ser do sítio ativo, causa paralisia 
pelo bloqueio do impulso nervoso colinérgico e, cm conse- 
quência, morte por asfixia. A succinil colina, 
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que é utilizada como um relaxante muscular durante cirur- 
gias, é um agonista da ACh lentamente hidrolisado pela 
AChE, embora seja liberado rapidamente pelo receptor 
de ACh. Por isso, a succinilcolina produz despolarização 
persistente da membrana pós-sinãptica. Seus efeitos, no 
entanto, são de curta duração, porque ela é rapidamente 
hidrolisada pela butirilcolinesterase, uma enzima relativa- 
mente inespecífica presente no fígado e no plasma. Alguns 
venenos de serpente, como o da serpente mamba verde 
(gênero Dendroaspis ), inativam a AChE, embora o façam 
por meio da ligação a um sítio da enzima diferente do sítio 
ativo. 

e. A estrutura por ralos X da acetllcolinesterase 

A estrutura por raios X da AChE da arraia elétrica Torpedo 
californica, com 537 resíduos, determinada por Joel Sussman, 
Israel Silman c Michal Harel, confirma que a Ser 200 e a His 
440, previamente identificadas, são membros da tríade catalí- 
tica da enzima. A estrutura revela ainda que o terceiro mem- 
bro da tríade catalítica é Glu 327 em vez de um resíduo de 
Asp, constituindo o segundo exemplo de Glu nessa posição, 
entre as muitas serina-proteases, lipases e esterases de estru- 
turas conhecidas. A tríade catalítica da AChE está estrutura- 
da no que parece ser uma imagem especular das tríades cata- 
líticas da tripsina e da subtilisina (Fig. 15-20), embora é claro 
que esse não é realmente o caso, já que todas as proteínas são 
formadas por resíduos de L-aminoãcidos. 



FIGURA 20.40 Estrutura por raios X da acetllcolinesterase 
de Torpedo californica em complexo com o seu inibidor íon 
decametonio [(CH 3 ) 3 N + (CH 2 ) 1( ^í + (CH 3 ),l. Neste desenho de 
um corte através do sulco do sítio ativo da enzima, o diagrama 
de fita da proteína está inserido no seu diagrama de superfície 
semitransparente, e está colorido de a 2 ul com exceção dos resí- 
duos aromáticos (Phe, Prp e Tyr) que revestem o sulco do sítio 
ativo, que estão em amarelo. O íon decametonio que está ligado 
ao sulco do sítio ativo está desenhado na forma de bastões, com 
C em verde e N em azul. (Baseado em uma estrutura por raios 
X obtida por Joel Sussman, Israel Silman e Michal Harel, The 
Waizmann Institute of Science, Rehovot, Israel. PDBid 1 ACL.) 

O sítio catalítico da AChE está próximo da base de um 
sulco estreito de 20 À de profundidade, que se estende até a 
metade da proteína, alargando-se próximo de sua base (Fig. 
20.40). Os lados desse sulco do sítio ativo são revestidos pe- 
las cadeias laterais de 14 resíduos aromáticos, que compreen- 
dem 40% de sua superfície. Uma vez que o oxigênio da ca- 
deia lateral da Ser do sítio ativo está somente a 4 À da base 
do sulco, a ACh deve ligar-se no sulco pelo seu grupo tri- 
metilamônio positivamente carregado, rodeado por cadeias 
laterais aromáticas. Essa conclusão é uma surpresa, já que 
se esperaria que o grupo trimetilamônio se 1 igasse a um sítio 
aniônico. Talvez a ligação fraca proporcionada pelas intera- 
ções do grupo com os elétrons tt dos anéis aromáticos facilite 
a difusão rápida da ACh para a base do sulco, respondendo 
assim pelo alto número de renovação da enzima. De fato, fo- 
ram sintetizados modelos de compostos aromáticos que tam- 
bém ligam compostos de amónio quaternário. 

f. Aminoãcidos e derivados funcionam como 
neurotransmissores 

O sistema nervoso dos mamíferos utiliza mais de 30 substân- 
cias como neurotransmissores . Algumas dessas substâncias 
são aminoácidos, como a glicina e o glutamalo; muitas outras 
são produtos da descarboxilação de aminoácidos ou seus de- 
rivados (frequentemente chamados aminas biogênicas). Por 
exemplo, como será visto na Seção 26.4B, a d opa mina, a no- 
radrenalina e a adrenalina que são coletivamente denomi- 
nadas catecolaminas porque são derivadas do catecol [1,2-di- 
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-hidroxibenzeno]) são sintetizadas em sequência a partir da 
tirosina, enquanto o ácido y-aminobutírico (GABA), a hista- 
mina e a serotonina são derivados respectivamente do gluta- 
mato, da histidina e do triptofano (Fig. 20.41). Muitas dessas 
substâncias são hormonalmente ativas, presentes na corrente 
sanguínea. Contudo, como o cérebro é bastante isolado da 
circulação geral por um sistema de filtração seletiva conheci- 
do como barreira hematoencefálica (Seção 15.4Ba), a presen- 
ça dessas substâncias no sangue não tem efeito direto sobre o 
cérebro. Aparentemente, o uso dos mesmos compostos como 
hormônios e como neurotransmissores não tem significado fi- 
siológico, mas imagina-se que reflitam um oportunismo evo- 
lutivo em adaptar sistemas já disponíveis a novas regras. 

O uso de técnicas de coloração seletiva mostrou que 
cada um dos diferentes neurotransmissores é usado em re- 
giões discretas e frequentemente bem localizadas do sistema 
nervoso. Todavia, os vários neurotransmissores não são sim- 
plesmente equivalentes funcionais da ACh. Muitos deles têm 
papéis fisiológicos distintos. Por exemplo, tanto o GABA 
quanto a glicina são neurotransmissores inibitórios em vez de 
excitatórios. Os receptores para essas substâncias são canais 
seletivamente permeáveis ao Cl", controlados por ligantes. 
Assim, sua abertura tende a hiperpolarizar a membrana (tor- 
nando o potencial de membrana mais negativo). Um neurô- 
nio inibido dessa maneira precisa ser despolarizado de forma 
mais intensa para desencadear um potencial de ação (note 
que esses neurônios respondem a mais de um tipo de neu- 
ro transmissor). Assim, os canais aniônicos são inibitórios, 
enquanto os canais catiônicos são excitatórios. Considera-se 
que o etanol não é um fármaco, mas uma droga psicoativa 
mais antiga e mais amplamente utilizada, e atua induzindo 
os receptores GABA do cérebro a abrir seus canais de CF . 

As sub unidades dos vários canais de cátions controla- 
dos por neurotransmissores apresentam uma identidade de 
sequência de 20 a 40% , semelhante à identidade que os ca- 
nais de ânions apresentam entre si. No entanto, as duas fa- 
mílias de proteínas-canais não parecem ser relacionadas. A 


despeito da falta de homologia, as sequências dos dois tipos 
de canais sugerem que eles possuem similaridade estrutural 
considerável. 

A natureza real da resposta de um neurônio a um neu- 
rotransmissor depende mais das características do receptor 
correspondente do que da identidade do neurotransmissor. 
Assim, como foi visto, os receptores nicotínicos, que desen- 
cadeiam a contração rápida dos músculos esqueléticos, res- 
pondem à ACh dentro de poucos milissegundos, despolari- 
zando a membrana pós-sináptica. Em contraste, a ligação da 
ACh aos receptores muscarínicos no músculo cardíaco inibe 
a contração muscular por um período de vários segundos 
(vários batimentos cardíacos) . Isso é realizado pela hiperpo- 
larização da membrana pós-sináptica pelo fechamento dos 
canais de K + outrora abertos. Neurotransmissores de ação 
lenta podem agir pela indução da formação de um segundo 
mensageiro, como o AMPc. Na verdade, o cérebro possui a 
mais alta concentração de cinases dependentes de AMPc do 
corpo. A ligação das catecolaminas aos seus respectivos re- 
ceptores neuronais, pela intermediação da adenilato-ciclase 
e do AMPc, ativa as proteína-cinases que fosforilam canais 
iônicos de forma a alterar as propriedades elétricas dos neu- 
rônios. O efeito final desse processo pode ser tanto excitató- 
rio como inibitório. Assim, as catecolaminas, quer estejam 
agindo como hormônios (Seção 19. 1F) ou como neurotrans- 
missores, apresentam mecanismos semelhantes de ativação 
do receptor. 

g. Os neuropeptídeos são neurotransmissores 
Uma grande e crescente lista de polipeptídeos com ativida- 
de hormonal, conhecidos como neuropeptídeos, também 
atuam como neurotransmissor. Não é surpreendente que os 
peptídeos opioides p-endorfina, met-encefaüna e leu-ence- 
falina (Seção 19.1K), assim como os fatores hipotalâmicos 
de liberação TRF, GnRF, e somatostatina (Seção 19.1Ha), 
estejam nessa categoria. O que é menos esperado é que vá- 
rios polipeptídeos gastrintestinais, incluindo os hormônios 
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FIGURA 20.41 Uma variedade de neurotransmissores. 


784 Do na! d Voet / Judith G. Voet 


gastrina, secretina e colecistocinina (CCK, de cholecystoki- 
nin\ Seção 19.1 C), podem também atuar como neurotrans- 
missores em regiões discretas do cérebro, como o fazem os 
hormônios da hipófise ocitocina e a vasopressina (hormônio 
antidiurédco) (Seção 19.1H). Tais neuropeptídeos diferem 
dos neurotransmissores mais simples pelo fato de, aparen- 
temente, induzirem padrões de comportamento complexos. 


Por exemplo, a injeção intracraniana de um nanograma de 
vasopressina em ratos aumenta bastante sua capacidade de 
aprender e de lembrar de novas tarefas. A injeção de GnRF 
em uma fêmea ou em um macho de rato evoca a postura 
requerida para a cópula. Como esses neuropeptídeos atuam 
exatamente é apenas um dos muitos enigmas da organização 
e função cerebrais. 


RESUMO DO CAPÍTULO 


1 A termodinâmica do transporte Moléculas polares e íons são 
transportados através das membranas biológicas por proteínas de 
transporte específicas. A variação de energia livre das substâncias 
transportadas depende da proporção das suas concentrações nos 
dois lados da membrana e do potencial de membrana se a subs- 
tância possuir carga elétrica. 

2 A cinética e os mecanismos de transporte A velocidade da 
difusão não mediada (difusão simples) através da membrana é uma 
função linear da diferença de concentração da substância nos dois 
lados da membrana, de acordo com a primeira lei da difusão de 
Fick. O transporte mediado (difusão facilitada) é caracterizado por 
uma cinética de saturação rápida e de especificidade pela substân- 
cia transportada. Ele está também sujeito à inibição competitiva e 
à inativação química. Ionóforos transportam íons através das mem- 
branas. Os ionóforos carreadores, como a valinomicina, o fazem en- 
volvendo o íon específico em uma cobertura hidrofóbica, solúvel na 
membrana, que pode difundir-se livremente através da bicamada. 
A maltoporina é específica para a passagem de maltodextrinas, pois 
seu canal de transporte se encaixa na forma de hélice à esquerda das 
maltodextrinas e é revestido por cadeias laterais aromáticas que for- 
mam o chamado escorregador oleoso. O transporte da glicose atra- 
vés da membrana do eritrócito é mediado por gücoproteínas trans- 
membrana diméricas que podem adotar duas conformações: uma 
com o sítio de ligação à glicose voltado para a superfície externa da 
célula, e outra com o sítio voltado para o citosol. O transporte ocor- 
re pela ligação da glicose à proteína em um dos lados da membrana, 
seguido pela mudança conform acionai que fecha este sítio e expõe 
o outro (um poro com portão). GLUT4 é armazenado em vesícu- 
las especializadas, as quais se fundem com a membrana plasmática 
quando estimuladas pela insulina. 

O canal de K~ KcsA, um homotetrâmero transmembrana, 
permite a passagem rápida de íons K , para os quais é altamente 
seletivo. Essa seletividade é devida em parte à formação de uma 
cavidade aquosa circundada pelas extremidades negativas dos di- 
polos das hélices que estabilizam os íons K" no meio da bicamada. 
São transportados os íons K" e não os íons Na", que são menores, 
pois o filtro de seletividade do canal coordena seletivamente os 
íons K" por anéis de átomos de oxigênio de forma a permitir sua 
desidratação, passagem e subsequente hidratação sem barreiras 
de ativação significativas. Os canais CIC de Cl" são homodímeros 
TM, e cada subunidade possui um canal em forma de ampulheta. 
As aquaporinas são homotetrâmeros TM com um canal em forma 
de ampulheta através de cada subunidade. Elas facilitam a pas- 
sagem rápida de moléculas de água através das membranas mas 
inibem a passagem de prótons via salto protônico pois previnem 
a reorientação de uma molécula de água localizada em posição 
central. 

3 Transporte ativo impulsionado por ATP O transporte ativo de 
moléculas ou de íons contra um gradiente de concentração requer 
fornecimento de energia livre. A energia livre da hidrólise do ATP 
é acoplada ao transporte de três íons Na" para fora da célula e dois 
íons K" para dentro pela (Na + -K~)-ATPase. Esse processo eletro- 
gênico envolve a fosforilação (pelo ATP) de um resíduo de Asp na 
presença do Na + e sua desfosforilação (hidrólise) na presença do 
K". A fosforilação e a desfosforilação são acompanhadas por mu- 


danças conformacionais que asseguram uma rápida interconversão 
de todos os intermediários ao longo da rota de transporte. 

A estrutura por raios X da (Na + -K~)-ATPase mostra que ela 
possui um domínio transmembrana com 10 hélices que liga dois íons 
Ca" próximos do seu centro, e três domínios citoplasmáticos bem 
definidos. As estruturas por raios X de quatro estados conformacio- 
nais diferentes da Ca“ + -ATPase (SERCA) indicam seu mecanismo 
de transporte e das ATPases do tipo P em geral. A Ca + -ATPase 
da membrana plasmática é ativada pela Ca 2 -calmodulina. A (H- 
K + )-ATPase do estômago é inibida indiretamente por cimetidina 
e seus análogos e inibida diretamente por omeprazol. As bactérias 
transportam açúcares por translado de grupo, um processo no qual 
a substância transportada é modificada quimicamente. O sistema da 
fosfotransferase dependente do fosfoenolpiruvato, que tem funções 
regulatórias importantes, fosforila os açúcares à medida que são 
transportados, utilizando o fosfoenolpiruvato como doador de gru- 
pos fosforil. Os transportadores ABC usam ATP para impulsionar 
mudanças conformacionais que transportam uma ampla variedade 
de substâncias através das membranas. 

4 Transporte ativo impulsionado por gradiente iônico O trans- 
porte ativo pode ser impulsionado pela energia livre armazenada 
nos gradientes iônicos (transporte ativo secundário). A glicose é 
transportada para dentro das células epiteliais do intestino contra 
seu gradiente de concentração por um simporte Na + -glicose. A 
energia para esse processo provém basicamente da energia livre da 
hidróÜse do ATP, já que o gradiente de Na" é mantido pela (Na - 
K")-ATPase. O sistema está de acordo com o mecanismo cinético 
Bi Bi aleatório, significando que o Na e a glicose devem estar li- 
gados para que ocorra a mudança conformacional que possibilita 
o transporte. A lactose é transportada para dentro da E.coli pela 
lactose-permease, um simporte H"-lactose. Esse processo é impul- 
sionado pelo gradiente eletroquímico celular de H + , que, por sua 
vez, é mantido por uma bomba de prótons acoplada ao metabolismo 
oxidativo. O transladador ATP-ADP mitocondrial também intera- 
ge com o potencial de membrana no transporte assimétrico de ATP 
para fora e de ADP para dentro da mitocôndria. 

5 Neurotransmissão Os canais de cátions dependentes de vol- 
tagem, como os canais Kv, abrem-se em resposta ao potencial de 
membrana e fecham-se, após um curto período de tempo, pela 
ação de um segundo portão que funciona por um mecanismo de 
“esfera e cadeia” modificado. Os impulsos nervosos são ondas de 
excitação elétrica, chamados potenciais de ação, que se propagam 
ao longo da membrana plasmática do axônio. Tais impulsos são 
gerados pela abertura transitória dos canais de Na + dependentes 
de voltagem, permitindo a entrada dos íons Na + na célula, segui- 
da, após um curto período de tempo, pela abertura transitória dos 
canais de K + dependentes de voltagem, que permitem a saída do 
K . Os impulsos nervosos são transmitidos quimicamente através 
da maioria das sinapses pela liberação de neurotransmissores. A 
ACh, o neurotransmissor melhor caracterizado, está contida em 
vesículas sinápticas e é liberada, por exocitose, na fenda sináptica. 
Esse processo é desencadeado por um aumento na concentração 
citosólica de Ca em consequência da abertura dos canais de Ca " 
decorrente da chegada do potencial de ação. A ACh difunde-se 
através da fenda sináptica, ligando-se ao seu receptor, um canal 
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de cátions transmembrana na membrana pós-sináptica, que se 
abre em resposta à ligação da ACh. O consequente fluxo de Na - 
para dentro e de K - para fora da célula pós-sináptica despolariza 
a membrana pós-sináptica, que, se quantidade suficiente de neuro- 
transmissor tiver sido liberada, desencadeia um potencial de ação 
pós-sináptico. O receptor de ACh é alvo de várias neuro toxinas 
letais, incluindo a histrionicatoxina, a d-tubocurarina e a cobra- 
toxina de Naja naja, as quais se ligam ao receptor impedindo sua 
abertura. A ACh é rapidamente degradada, antes da chegada do 
impulso nervoso seguinte, pela AChE, uma serina-esterase de ação 
rápida que possui um sulco incomum no sítio ativo revestido por 
uma cadeia lateral aromática. Os gases nervosos e a succinilcolina 
inibem a AChE, bloqueando a transmissão do impulso nervoso nas 
sinapses colinérgicas. 


Muitas regiões específicas do sistema nervoso utilizam outros 
neurotransmissores que não a ACh. A maioria deles são aminoáci- 
dos, tais como glicina e glutamina, ou seus produtos de descarboxi- 
lação e seus derivados, incluindo catecolaminas, GABA, histamina 
e serotonina. Muitos desses compostos têm também atividade hor- 
monal, mas são excluídos do cérebro pela barreira hematoencefá- 
lica. Embora muitos neurotransmissores sejam excitatórios, como 
a ACh, outros são inibitórios. Estes últimos estimulam a abertura 
de canais aniônicos (Cl - ), causando com isso a hiperpolarização da 
membrana pós-sináptica, de forma que ela necessita ser muito mais 
despolarizada para desencadear um potencial de ação. Existe tam- 
bém uma lista crescente de neurotransmissores polipeptídicos, mui- 
tos dos quais são também hormônios, que induzem padrões comple- 
xos de comportamento. 
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PROBLEMAS 


1, Se a concentração da glicose fora da célula é de 10 m M mas 
dentro da célula é de 0,1 m M, qual é a diferença de potencial quími- 
co da glicose através da membrana a 37° C? 

* 2 , Se uma solução de uma macromolécula eletricamente carre- 
gada for equilibrada com uma solução salina da qual está separada 
por uma membrana através da qual somente os íons salinos po- 
dem passar, é gerado um potencial de membrana. Este equilíbrio 
Donnan forma-se porque a impermeabilidade da membrana a 
determinados íons impede o equilíbrio das concentrações iônicas 
dos dois lados da membrana. Para demonstrar esse efeito, presuma 
que o sal de CT de uma proteína, monocatiônica P T é dissolvido 
em água de forma que [Cl - ] = 0,1 M e o sal está separado de uma 
solução de 0,1 M de NaCl de mesmo volume por uma membrana 
impermeável à proteína, mas não ao NaCl. Presumindo que não 
haja mudança de volume nos dois compartimentos, quais são as 
concentrações das diferentes espécies iônicas em ambos os lados 
da membrana quando o sistema atinge o equilíbrio? Qual é o valor 
do potencial de membrana? (Dica: a massa é conservada e a solu- 
ção em cada lado da membrana deve ser eletricamente neutra. No 
equilíbrio: AG Na + + AG C] _ = 0.) 

3. A gramicidina A, um dímero de polipeptídeos com 15 re- 
síduos que formam uma hélice oca, é um ionóforo formado por 
canal que permite a passagem, através da membrana, de 10 íons 
metálicos alcalinos por segundo. Quanto tempo demora uma mo- 
lécula de gramicidina A para transportar Na - suficiente para o 
interior de um eritrócito com um volume de 80 (xnT de modo a 
alterar em 10 uiM sua concentração? Presuma que as bombas de 
sódio do eritrócito não estão funcionando e que a gramicidina A 
também não transporta íons para fora da célula, o que ela na ver- 
dade faz. 

4. Prediga se os seguintes compostos podem atravessar a mem- 
brana sem mediação ou necessitam facilitação. Indique os critérios 
usados para fazer estas predições, (a), etanol, (b) glicina, (c) coleste- 
rol, e (d) ATP. 

5. A velocidade do deslocamento (fluxo) de uma substância X 
para dentro das células foi medida em diferentes concentrações de 
X para traçar o gráfico abaixo. 

(a) Esta informação sugere que o deslocamento de X para 
dentro das células é mediado por um transportador proteico? 
Explique. 

(b) Que experimento adicional você faria para verificar se uma 
proteína de transporte está ou não envolvida? 



8. Você isolou uma nova linhagem de bactéria e gostaria de saber 
se a leucina e o etilenoglicol entram nas células por difusão media- 
da ou somente por uma rota não mediada. Para isso, você mede as 
taxas iniciais de captação dessas moléculas em função da concentra- 
ção externa e coloca os dados na seguinte tabela: 


Composto 

Concentração 

(Aí) 

T axas iniciais de captação 
(unidades arbitrárias) 

Leucina 

1 x 10 -6 

110 


2 X 10" 6 

220 


5 x 10 -6 

480 


1 X IO" 5 

830 


3 x 10 -5 

1.700 


1 X 10" 4 

2.600 


5 X 10" 4 

3.100 

Etilenoglicol 

1 X 10" 3 

3.200 


1 x 10 -3 

1 


5 X IO" 3 

5 


0,01 

10 


0,05 

50 


0,1 

100 


0,5 

500 


1,0 1.000 

Qual(is) composto(s) entra(m) pela rota mediada? Que critérios 
você usou para esta conclusão? 

7 . A aquaporina AQP1 (Fig. 20.15) forma um poro em forma de 
ampulheta que, na sua região mais estreita, tem 3 A de diâmetro. 
A AQP1 é impermeável ao glicerol (CHOH[CH 2 OH] 2 ). No entan- 
to, uma aquagliceroporina homóloga e estruturalmente similar, que 

o 

tem uma largura de, pelo menos, 3,4 A, permite a passagem do gli- 
cerol, mas é pouco permeável à água. Discuta as possíveis diferenças 
entre esses canais que poderiam ser as responsáveis por suas per- 
meabilidades diferentes. 

8. A (Na + -K + )-ATPase é inibida por concentrações nanomola- 
res de vanadato, que forma um íon pentavalente, V0 3 - , com sime- 
tria triangular bipiramidal. Explique o mecanismo dessa inibição. 
(Dica: ver Seção 16.2B.) 

9. Para que serviria a síntese da digitalis na planta dedaleira púr- 
pura? 

10 . A(H H -KQ-ATPase secreta H de células com um pH interno 
de 7, a uma concentração de 0,18 M. Qual é a AG necessária para o 
transporte de 1 mol de H - sob essas condições? Presumindo que a 
AG para a hidrólise do ATP é —31,5 kJ • mol sob essas condições, 
e que o potencial de membrana é 0,06 V com o interior negativo, 
quanto ATP deve ser hidrolisado por mol de H - transportado para 
que esse transporte seja exergônico? 

11 . Uma membrana com 100 A de espessura tem um potencial 
de membrana de 100 mV. Qual é a magnitude dessa diferença de 
potencial em V * cm” ? Comente a magnitude desse potencial em 
termos macroscópicos. 

12. O potencial de repouso (AT' 1 ) de um neurônio a 37°C é — 60 
mV (interior negativo). Se a variação de energia livre associada ao 
transporte de um íon Na + de fora para dentro for —11,9 kJ* mol 1 e 
a concentração de Na no exterior da célula for de 260 m M, qual é a 
[Na + ] no interior da célula? 

13 . Escreva um esquema cinético para a (H~-K - )-ATPase que 
faça o acoplamento do transporte do H* com a hidrólise de ATP. 
Discuta a ordem de adição das substâncias necessárias para o aco- 
plamento. Identifique as etapas nas quais a desestabilização mútua 
resulta em taxas razoáveis de transporte. 
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14. Se o suprimento de ATP na célula mostrado na Fig. 20.27c aca- 
basse subitamente, a concentração intracelular de glicose aumenta- 
ria, diminuiria ou permaneceria a mesma? 

15. As células endoteliais e os perfeitos na retina do olho têm me- 
canismos de captação de glicose diferentes. A figura abaixo mostra a 
velocidade de captação da glicose por cada tipo de célula na presença 
de quantidades crescentes de sódio. O que estes resultados revelam a 
respeito do transportador 4 de glicose em cada uma dessas células? 



16. Por que os impulsos nervosos não se propagam no sentido 
inverso? 

17. Qual é o potencial de membrana de um axônio a 25°C (a) na 
presença da tetrodotoxina ou (b) com uma alta concentração de Cs 
dentro do axônio (use os dados da Tabela 20.3)? Como essas subs- 
tâncias afetam o potencial de ação do axônio? 

18. O íon decametônio ( [ CH 3 ] 3 N [ CH 2 ] 10 N + [ CH 3 ] 3 ) é um relaxan- 
te muscular sintético. Qual é o seu mecanismo de ação? 



CAPÍTULO 21 


1 Visão geral do ciclo 

A. As reações do ciclo 

B. Perspectiva histórica 

2 Fontes metabólicas da acetil-coenzima A 

A. O complexo muitienzimático da piruvato-desidrogenase 
(CPD) 

B. O mecanismo da di-hidrolipoikiesidrogenase 

C. O controle da piruvato-desidrogenase 

3 Enzimas do ciclo do ácido cítrico 

A. Citrato-sintase 

B. Aconitase 

C. (socitrato-desidrogenase dependente de NAD” 

D. a-cetoglutarato-desidrogenase 

E. Succinii-CoA-sintase 

F. Succinato-desidrogenase 

G. Fu ma rase 

H. Malato-desidrogenase 

I. integração do cicio do ácido cítrico 

J. Evolução do cicio do ácido cítrico 

4 Regulação do ciclo do ácido cítrico 

5 A natureza anfibõlica do ciclo do ácido cítrico 


Neste capítulo, será dada continuidade aos estudos metabó- 
licos examinando o ciclo do ácido cítrico, a via comum de de- 
gradação oxidativa em eucariotos e procariotos. Esse ciclo, 
que é também conhecido como ciclo dos ácidos tricarboxíli- 
cos (CAT) e como ciclo de Krebs, marca o “ponto central” 
do sistema metabólico: ele é responsável pela maior parte da 
oxidação de carboidratos, ácidos graxos e aminoácidos e pro- 
duz numerosos precursores biossintéticos, O ciclo do ácido 
cítrico é, portanto, anfibólico, ou seja, ele opera tanto cata- 
bólica quanto anabolicamente. 

Será dado início ao estudo acerca do ciclo do ácido cítri- 
co com uma visão geral das reações que o compõem e uma 
sinopse da história da sua elucidação. A seguir, serão inves- 
tigadas as origens do composto que inicia o ciclo, a acetil-co- 
enzima A (acetil-Co A , o intermediário comum, produzido 
pela degradação da maior parte dos combustíveis metabóli- 
cos. Então, após uma discussão sobre os mecanismos de rea- 
ção das enzimas que catalisam o ciclo, serão consideradas as 
várias formas por meio das quais ele é regulado. Finalmente, 
será observada a natureza anfibólica do ciclo do ácido cítrico, 
examinando suas inter-relações com outras vias metabóücas. 


1 VISÃO GERAL DO CICLO 

4 tfb Ver Exploração guiada 18: Visão geral do ciclo do ácido cítrico O 

ciclo do ácido cítrico (Fig. 21.1) é uma série engenhosa de rea- 
ções que oxida o grupo acetila da acetil-CoA a duas moléculas 
de CO 2 , deforma a conservar a energia livre liberada para a uti- 
lização na produção de A TP. Antes de estudar essas reações 
em detalhe, pode-se considerar a estratégia química do ciclo, 
“caminhando” pelo ciclo e observando o destino do grupo ace- 
tila em cada passo. Após essa visão prévia, serão consideradas 
algumas das principais descobertas que levaram ao conheci- 
mento que se tem agora do dclo do ácido cítrico. 

A. As reações do ciclo 

As oito enzimas do ciclo do ácido cítrico (Fig. 21.1) catalisam 
uma série de reações orgânicas bem conhecidas, que resultam 
na oxidação cumulativa de um grupo acetila em duas molé- 
culas de CO 2 , com a produção concomitante de três NADHs, 
um FADH, e um GTP 

1. A citrato-sintase catalisa a condensação de acetil-CoA e 
oxalacetato para produzir citrato, dando ao ciclo seu nome. 

2. A estratégia das duas etapas seguintes do ciclo é rearran- 
jar a molécula de citrato em um isômero mais facilmente oxi- 
dável e então oxidá-lo. A aconitase isomeriza o citrato, um 
álcool terciário não facilmente oxidável, em um álcool secun- 
dário facilmente oxidável, o isocitrato. A sequência da rea- 
ção envolve uma desidratação, produzindo o intermediário 
ligado à enzima cis-aconitato, seguida por uma hidratação, 
de forma que o grupo hidroxila do citrato é, efetivamente, 
transferido para um átomo de carbono adjacente. 

3. A isocitrato-desidrogenase oxida o isocitrato em um 
p-cetoácido intermediário, o oxalossucdnato, com a redução 
acoplada de NAD" a NADH; o oxalossucdnato é, então, 
descarboxilado, produzindo a-cetoglutarato. Esse é o pri- 
meiro passo em que a oxidação é acoplada à produção de 
NADH e também o primeiro passo com produção de C0 2 . 

4. O complexo muitienzimático da a-cetoglutarato-desi- 
drogenasc descarboxila oxidativamente o a-cetoglutarato, 
produzindo sucdnil-coenzima A. A reação envolve a redu- 
ção de um segundo NAD" a NADH e a geração de uma 
segunda molécula de C0 2 . Nesse ponto do ciclo, duas mo- 
léculas de C0 2 foram produzidas, de modo que a oxidação 
do grupo acetila está completa. Pode-se observar, entretanto, 
que os átomos de carbono que são oxidados não são os áto- 
mos de carbono da acetil-CoA que entrou no ciclo. 
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FIGURA 21.1 Reações do ciclo do ácido cítrico. Os reagentes e produtos desse ciclo catalítico estão nos quadros. A reação pi- 
ruvato — > acetil-CoA {parte superior ) fornece o substrato do ciclo via metabolismo de carboidratos, mas não é considerada parte 
do ciclo. Os compostos entre colchetes são intermediários ligados às enzimas. Uma marcação isotópica no C4 do oxalacetato (*) 
torna-se Cl do a-cetoglutarato e é liberada como C0 2 na Reação 4. Uma marcação isotópica no Cl da acetil-CoA (t) toma-se o C5 
do a-cetoglutarato e é dividida na Reação 5 entre os Cl e C4 do succinato (l/2t). jfo Ver Figuras animadas 
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5. A succinil-CoA-sintase converte a succinil-coenzima A 
em succinato. A energia livre da ligação tioéster é conserva- 
da nessa reação, pela formação de GTP de “alta energia” a 
partir de GDP + P,. 

6. As demais reações servem para oxidar o succinato pro- 
duzindo novamente oxalacetato, preparando outra volta do 
ciclo. A succinato-desidrogenase catalisa a oxidação da li- 
gação simples central do succinato, produzindo uma ligação 
dupla trans, gerando fumarato, com redução concomitante 
da coenzima redox FAD em FADH 2 (as formas moleculares 
do FAD e do FADH 2 e as reações por meio das quais elas se 
interconvertem estão mostradas na Fig. 16.8). 

7. A fumarase catalisa então a hidratação da ligação dupla 
do fumarato, produzindo malato. 

8. Finalmente, a malato-desidrogenase forma novamente o 
oxalacetato, oxidando o grupo alcoólico secundário do mala- 
to na cetona correspondente, com redução concomitante de 
um terceiro NAD’ a NADH. 

Os grupos acetila são, portanto, completamente oxida- 
dos em C0 2 com a seguinte estequiometria: 

3NAD+ + FAD + GDP + P, + acetil-CoA > 

3NADH + FADH 2 + GTP + CoA + 2C0 2 

O ciclo do ácido cítrico funciona cataliticamente como conse- 
quência da regeneração do oxalacetato: um grande número de 
grupos acetila pode ser oxidado pela utilização de uma única 
molécula de oxalacetato. 

NADH e FADH 2 são produtos vitais do ciclo do ácido 
cítrico. Sua reoxidação pelo 0 2 , mediante a cadeia de trans- 
porte de elétrons e a fosforilação oxidativa (Capítulo 22), 
completa a quebra do combustível metabólico de forma a 
impulsionar a síntese de ATP. Outras funções do ciclo são 
discutidas na Seção 21.5. 

B. Perspectiva histórica 

O ciclo do ácido cítrico foi proposto em 1937 por Hans Krebs, 
uma contribuição que situa-se entre as mais importantes da 
química metabólica. Assim, será esboçada a história intelec- 
tual da descoberta desse ciclo. 

No início da década de 1930, um progresso significati- 
vo havia sido feito na elucidação da via glicolítica (Seção 
17.1 A). Apesar disso, o mecanismo da oxidação da glicose 
e sua relação com a respiração celular (captação de oxigê- 
nio) continuava a ser um mistério. Já era reconhecido, po- 
rém, o envolvimento de diversos metabólitos nos processos 
oxidativos celulares. Por exemplo, estava bem determinado 
que, além do lactato e do acetato, os ácidos dicarboxílicos 
succinato, malato e a-cetoglutarato, assim como o ácido tri- 
carboxüico citrato, eram rapidamente oxidados pelo tecido 
muscular durante a respiração. Havia também sido demons- 
trado que o malonato (Seção 21. 3F), um potente inibidor da 
oxidação do succinato a fumarato, também inibia a respi- 
ração celular, sugerindo, portanto, que o succinato não era 
apenas outro combustível metabólico, mas um composto que 
desempenhava um papel central no metabolismo oxidativo. 

Em 1935, Albert Szent-Gyõrgyi demonstrou que a res- 
piração celular é acelerada dramaticamente por quantidades 
catalíticas de succinato, fumarato, malato e oxalacetato; ou 


seja, a adição de qualquer dessas substâncias a tecido mus- 
cular macerado estimulava a captação de 0 2 e a produção de 
C0 2 em taxas muito mais altas que aquelas necessárias para 
oxidar esses ácidos dicarboxílicos. Szent-Gyõrgyi mostrou 
posteriormente que esses compostos eram interconvertidos, 
de acordo com a seguinte sequência de reação: 

Succinato » fumarato » malato — ■» oxalacetato 

Pouco mais tarde, Cari Martius e Franz Knoop demonstra- 
ram que o citrato é rearranjado, via ris-aconitato, produzindo 
isocitrato, e, então, desidrogenado para dar a-cetoglutarato. 
Já era conhecido que o a-cetoglutarato sofria descarboxila- 
ção oxidativa produzindo succinato e C0 2 . Isso ampliou a 
sequência de reações proposta para 

Citrato > ds-aconitato » isocitrato 

» a-cetoglutarato > succinato > fumarato 

> malato > oxalacetato 

Era ainda necessário, para fechar o ciclo de modo a tornar o 
sistema catalítico, estabelecer que o oxalacetato era converti- 
do em citrato. Em 1936, Martius e Knoop demonstraram que 
o citrato podia ser formado não enzimaticamente a partir do 
oxalacetato e do piruvato, por tratamento com peróxido de 
hidrogênio em condições básicas. Krebs utilizou esse modelo 
químico como ponto de partida para os experimentos bioquí- 
micos que levaram à sua proposta do ciclo do ácido cítrico. 

A hipótese de Krebs era fundamentada em suas investi- 
gações, iniciadas em 1936, a respeito da respiração em mace- 
rado de músculo de peito de pombo (que possui uma taxa de 
respiração especialmente alta) . A ideia de um ciclo catalítico 
não lhe era nova: em 1932, ele e Kurt Henseleit haviam elu- 
cidado as linha gerais do eido da ureia, um processo no qual 
a amónia e o CÕ 2 são convertidos em ureia (Seção 26.2). As 
observações mais importantes feitas por Krebs como evidên- 
cias da existência do ciclo do ácido cítrico foram as seguintes: 

1. O succinato é formado a partir de fumarato, malato ou 
oxalacetato na presença do inibidor metabólico malonato. 
Uma vez que o malonato inibe a redução direta do fumarato a 
succinato, o succinato deve ser formado por um ciclo oxidativo. 

2. O piruvato e o oxalacetato podem produzir citrato enzi- 
maticamente. Krebs então sugeriu que o ciclo metabólico é 
encerrado com a reação: 

Piruvato + oxalacetato - — » citrato + C0 2 

3. As velocidades de interconversão nas etapas individuais 
do ciclo são suficientemente rápidas para explicar as taxas de 
respiração observadas, de modo que ele deve ser (no míni- 
mo) a principal via de oxidação de piruvato no músculo. 

Embora Krebs tenha estabelecido a existência do ciclo 
do ácido cítrico, alguns pontos importantes ainda perma- 
neciam para serem elucidados. O mecanismo da formação 
do citrato não foi esclarecido até Nathan Kaplan e Fritz 
Lipmann descobrirem a coenzima A, em 1945 (Seção 21.2), e 
Severo Ochoa e Feodor Lynen estabelecerem, em 1951, que 
a acetil-CoA é o intermediário que é condensado com o oxa- 
lacetato para formar o citrato. T ambém foi demonstrado o 
envolvimento da coenzima A na descarboxilação oxidativa 
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do a-cetoglutarato, produzindo succinato, tendo como inter- 
mediário o succinil-CoA. 

A elucidação do ciclo do ácido cítrico foi um grande feito 
e, como todas as realizações dessa magnitude, necessitou do 
esforço de numerosos pesquisadores. Na verdade, bioquímicos 
ainda estão trabalhando para compreender o ciclo no nível mo- 
lecular e enzimático. Serão estudadas as oito enzimas que cata- 
lisam o ciclo após uma discussão sobre o principal combustível 
do ciclo, a acetil-CoA, e sua formação a partir do piruvato. 


2 FONTES METABÓLICAS DA ACETIL-COENZIMA A 

Grupos acetila entram no ciclo do ácido cítrico como acetil- 
-coenzitna A (acetil-SCoA ou acetil-CoA; Fig. 21.2), o pro- 
duto comum da degradação de carboidratos, ácidos graxos e 
aminoácidos. A coenzima A (CoASH ou Co A) consiste em 
um grupo (3-mercaptoetilamina unido, por uma ligação ami- 
da, à vitamina áddo pantotênico, a qual, por sua vez, está 
ligada à porção 3'-fosfoadenosina por uma ponte pirofosfa- 
to. O grupo acetila da acetil-CoA liga-se como um tioéster 
à porção sulfidrila do grupo p-mercaptoetilamina. A Co A, 
portanto, funciona como um carreado r de acetila e de outros 
grupos acila (o Ada Co A vem de “Acetilação ”). 

A acetil-CoA é um composto de “ alta energia”: o A G or 
para a hidrólise de sua ligação tioéster é —31,5 kJ * mol 1 , 
o que torna essa reação ligeiramente mais exergônica (1 kJ 
• mol ; ) que aquela da hidrólise do ATP (Seção 16.4A). A 
formação dessa ligação tioéster em um intermediário meta- 
bólico, portanto, conserva uma parte da energia livre da oxi- 
dação dos combustíveis metabólicos. 
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A. 0 complexo multienzimático da piruvato-desidrogenase 

(CPD) 

O precursor imediato para a acetil-CoA oriunda de carboi- 
dratos é o piruvato, produto da glicólise. Como foi visto na 
Seção 17.3, em condições anaeróbias, o NADH produzido 
pela glicólise é reoxidado com redução concomitante de pi- 
ruvato a lactato (no músculo) ou etanol (em leveduras). Em 
condições aeróbias, entretanto, o NADH é reoxidado pela 
cadeia de transporte de elétrons da mitocôndria (Seção 22.2), 
de forma que o piruvato, que entra na mitocôndria por um 
simporte piruvato-H + (a nomenclatura para tipos de trans- 
porte através da membrana é discutida na Seção 20.3), pos- 
sa posteriormente sofrer oxidação. (A formação de acetil- 
-CoA a partir de ácidos graxos e aminoácidos é discutida nas 
Seções 25.2 e 26.3.) 

A acetil-CoA é sintetizada a partir do piruvato e de CoA 
por descarboxilação oxidativa, catalisada por um complexo 
multienzimático denominado piruvato-desidrogenase. Em 
geral, complexos multienzimáticos são grupos de enzimas as- 
sociadas de forma não covalente, que catalisam dois ou mais 
etapas sequenciais em uma via metabólica. O complexo mul- 
tienzimático da piruvato-desidrogenase (CPD) consiste em 
três enzimas: piruvato-desidrogenase (El), di-hidrolipoil-tran- 
sacetilase (E2) e di-hidrolipoil-desidrogenase (E3). O comple- 
xo da piruvato-desidrogenase da E. coli, cuja caracterização 
foi feita a partir de trabalhos pioneiros de Lester Reed, é uma 
partícula poliédrica de —4.600 kDa, com — 300 Á de diâmetro 
(Fig. 21.3a). A E2 isolada de E. coli forma uma partícula com 
24 subunidades idênticas, as quais, conforme indicado por mi- 
crografias eletrônicas (Figs. 21.36 e 21.4a), juntamente com 
sua estrutura por raios X (Fig. 21.5a), estão arranjadas com 
simetria cúbica. As subunidades da El formam dímeros que 
se associam com o cubo formado pela E2 nos centros das 12 
bordas do cubo (Fig. 21.46, c), enquanto as subunidades da E3 
formam dímeros que estão localizados nos centros das 6 faces 
desse cubo. A seguir serão discutidas as estruturas obtidas por 
raios X das subunidades da El, da E2 e da E3. 

a. Alguns CPDs apresentam a forma de um dodecaedro 

Embora todos os CPDs catalisem as mesmas reações usando 
mecanismos semelhantes, eles podem apresentar estruturas 
quaternárias diferentes. Enquanto os CPDs de E. coli e da 
maior parte de outras bactérias gram-negativas apresentam 




FIGURA 21.2 Estrutura quúnica da acetil-CoA. A liga- 
ção tioéster está desenhada como um til (—) para indicar 
que é uma ligação de “alta energia”. Na CoA, o grupo ace- 
tila é substituído por um átomo de hidrogênio. 
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FIGURA 21.3 Micrografias eletrônicas do com- 
plexo multienzimático da piruvato-desidrogena- 
se de E. coli. {a) O complexo intacto, (b) O “nú- 
cleo” do complexo di-hidrolipoil-transacetilase 
(E2). (Cortesia de Lester Reed, University of 
Texas, EUA.) 



I IGURA 21.4 Organização estrutural do CPD de E. coli. {a) 

O “núcleo” de di-hidrolipoil-transacetilase (E2). Suas 24 subu- 
nidades {esferas verdes) associam-se como trímeros, localizados 
nos vértices de um cubo, para formar uma partícula com sime- 
tria cúbica (Simetria O; Seção 8.5B). ( b ) As 24 subunidades 
da piruvato-desidrogenase (El; esferas alaranjadas ) formam 
dímeros que associam-se com o núcleo E2 {cubo sombreado) 
nos centros de cada uma de suas 12 arestas, enquanto as 12 su- 
bunidades da di-hidrolipoil-desidrogenase (E3; esferas roxas) 
formam dímeros, que ligam-se ao cubo E2 nos centros de cada 
uma de suas 6 faces, (c) As partes a e b combinam-se para for- 
mar o complexo inteiro, de 60 subunidades. 




FIGURA 21.5 Comparação das estruturas obtidas por raios X dos núcleos da di-hidrolipoil-transacetilase (E2) de CPDs. As 

estruturas são mostradas principalmente por representações em volume atômico e observadas aos longo de seus eixos de simetria 
dupla, {a) O núcleo cúbico (simetria 0\ Fig. 8.65c) de E2 com 125 A de altura da bactéria gram-negativa Azotobacter vinelandii. 

Ele consiste em 24 subunidades que formam 8 trímeros, aqui mostrados em diferentes cores. As posições de eixos de simetria de 
ordem 2, 3 e 4 estão indicadas. O inserto {parte superior, à direita) é um desenho em perspectiva de um cubo. {b) O núcleo dodeca- 
édrico (simetria I; Fig. 8.65c) de E2 de 237 A de diâmetro da bactéria gram-positiva Bacíllus stearothermophilus. Ele consiste em 60 
subunidades que formam 20 trímeros, mostrados aqui em diferentes cores. As posições de eixos de simetria de ordem 2, 3 e 5 estão 
indicadas. O inserto {parte superior, à direita) é um desenho em perspectiva de um dodecaedro. A parte do fundo de cada comple- 
xo, que é quase completamente eclipsada pela porção dianteira, está em cinza. As subunidades formando o trímero que estão mais 
próximas ao observador em cada desenho estão coloridas individualmente, com o trímero inferior desenhado em forma de fita. 
Observar que essas subunidades estão intimamente associadas e que os trímeros nos dois complexos possuem estruturas bastante 
similares. Em contraste, as interações entre trímeros que estabelecem contatos em ambos os tipos de complexos são relativamente 
tênues. T ambém observar que esses trímeros que estabelecem contatos formam anéis de 4 e 5 membros, que compreendem as fa- 
ces quadradas e pentagonais dos complexos cúbico e dodecaédrico, respectivamente. (Com base em estruturas por raios X obtidos 
por Wim Hol, University of Washington, EUA. PDBids 1EAB e 1B5S.) 
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a simetria cúbica descrita anteriormente, aqueles dos eu- 
cariotos e de algumas bactérias gram-positivas apresentam 
uma forma análoga, dodecaédrica (Fig. 21.5 b; um dodecae- 
dro é um poliedro regular com simetria I [Seção 8.5B], que 
apresenta 20 vértices, cada um sobre um eixo de ordem 3, 
e 12 faces pentagonais, possuindo um agregado de 30 bor- 
das). Assim, o complexo eucariótico localizado na mitocôn- 
dria, com —10.000 kDa, o maior complexo multienzimãtico 
conhecido, consiste em um núcleo dodecaédrico com 20 trí- 
meros de E2 (um centrado em cada vértice), cercado por 30 
heterotetrâmeros a 2 fl 2 de El (um centrado em cada borda) e 
12 dímeros de E3 (um centrado em cada face). 

b. Complexos multlenzimáticos são cataliticamente 
eficientes 

Complexos multienzimáticos representam um passo adiante 
na evolução da eficiência catalítica. Eles oferecem as seguin- 
tes vantagens em seus mecanismos: 

L As velocidades da reação enzimática são limitadas pela 
frequência com a qual a enzima colide com seus substratos 
(Seção 14.2Ba). Se uma série de reações ocorre dentro de um 
complexo multienzimãtico, a distância na qual o substrato 
deve difundir entre os sítios ativos é minimizada, obtendo-se 
portanto um aumento de velocidade. 

2. A formação do complexo fornece os meios para a cana- 
lização de metabólitos intermediários entre enzimas sucessi- 
vas em uma via metabólica, minimizando portanto reações 
colaterais. 

3. As reações catalisadas por um complexo multienzimáti- 
co podem ser controladas de forma coordenada. 

c. A formação da acetil-CoA ocorre em cinco reações 

O CPD catalisa cinco reações sequenciais (Fig. 21.6) com a 
seguinte estequiometria: 

Piruvato + Co A + NAD + > 

acetil-CoA + C0 2 + NADH 


nucleotídeo (FAD; Fig. 16.8), nicotinamida adenina dinu- 
cleotídeo (NAD 1 ; Fig. 13.2) e a lipoamida (Fig. 21.7); suas 
funções estão listadas na Tabela 21.1. A lipoamida consiste 
no ácido lipoico unido, por uma ligação amida, ao grupo e— 
-amino de um resíduo de lisina. A redução de seu dissulfeto 
cíclico para um ditiol, di-hidrolipoamida, e sua reoxidação 
(Fig. 21.7) são as funções desse grupo prostético. 

As cinco reações catalisadas pelo CPD ocorrem confor- 
me segue (Fig. 21.6): 

1. A piruvato-desidrogenase (El), uma enzima que requer 
TPP, descarboxila o piruvato, com a formação intermediária 
de hidroxietil-TPP. Essa reação é idêntica àquela catalisada 
pela piruvato-descarboxilase de fungos (Seção 17.3B): 
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FIGURA 21.6 As dnco reações do CPD. El (piruvato-desidrogenase) contém TPP e catalisa as Reações 1 e 2. E2 (di-hidrolipoil- 
-transacetilase) contém lipoamida e catalisa a Reação 3. E3 (di-hidrolipoil-desidrogenase) contém FAD e um dissulfeto com ativi- 
dade redox e catalisa as Reações 4 e 5. 
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2. Diferentemente da piruvato-descarboxilase, entretan- 
to, a piruvato-desidrogenase não converte o hidroxietil-TPP 
intermediário em acetaldeído e TPP. Em vez disso, o grupo 
hidroxietila é transferido para a próxima enzima na sequên- 
cia multienzimãtica, a di-hidrolipoil-transacetilase (E2). A 
reação ocorre pelo ataque do carbânion no grupo hidroxietil 
sobre o dissulfeto de lipoamida, seguido pela eliminação do 
TPP do aduto intermediário, para formar acetil-di-hidrolipo- 
amida e regenerar a El ativa. O carbânion hidroxietila é en- 
tão oxidado a um grupo acetila, pela redução concomitante 
da ligação dissulfeto da lipoamida: 
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3. A E2 catalisa, então, a transferência do grupo acetila 
para a CoA, produzindo acetil-CoA e di-hidrolipoamida-E2: 

O 

CoA— S — C — CH 3 


Acetil-CoA 



Ac etil- di-hidroli- 

poamida-E2 Di-hidrolipoamida-E2 

Esta é uma transesterificação, na qual o grupo sulfidrila da 
CoA ataca o grupo acetila da acetil-di-hidrolipoamida-E2, 
para formar um intermediário tetraédrico (não mostrado), 
que decompõe-se, dando acetil-CoA e di-hidrolipoamida-E2. 
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FIGURA 21.7 Interconversão entre lipoamida e di-Mdrolipo- 
amida. A lipoamida é o ácido lipoico ligado covalentemente ao 
grupo e-amino de um resíduo de Lys, por uma ligação amida. 


TABELA 21.1 As coenzimas e os grupos prostéticos da piruvato-desidrogenase 


Co fator 

Localização 

Função 

Tiamina pirofosfato (TPP) 

Ligada a Ej 

Descarboxila o piruvato, produzindo um carbâ- 
nion hidroxietil-TPP 

Ácido lipoico 

Ligado covalentemente a um resí- 
duo de Lys em E2 (lipoamida) 

Aceita o hidroxietil carbânion do TPP como um 
grupo acetila 

Coenzima A (CoA) 

Substrato para E2 

Aceita o grupo acetila da acetil-di-hidro lipoa- 
mida 

Flavina adenina dinucleotídeo (FAD) 

Ligado a E3 

Reduzido pela di -hidrolip o amida 

Nicotinamida adenina dinucleotídeo (NAD ) 

Substrato para E3 

Reduzido pelo FADFL, 
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4. A di-hidrolipoil-desidrogenase (E3; também denomina- 
da di-Mdrolipoamida-desidrogenase) reoxida a di-hidrolipo- 
amida, assim completando o ciclo catalítico da E2: 


FAD 

S 

I 

s 


FAD 

SH 

SH 
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E3 (reduzida) 






Reação 2 


A E3 oxidada contém um grupo dissulfeto reativo e um FAD 
fortemente ligado. A oxidação da di-hidrolipoamida é uma 
reação de troca de dissulfeto (Seção 9.1 A): a ligação dissul- 
feto da lipoamida forma-se com a concomitante redução do 
dissulfeto reativo da E3 para dois grupos sulfidrila. 

5. A E3 reduzida é reoxidada pelo NAD r : 
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Os grupos sulfidrila ativos da enzima são E3 (oxidada) 
reoxidados pelo FAD ligado à enzima, que 
é, em consequência, reduzido a FADH 2 . t 

O FADH 2 é então reoxidado a FAD pelo Reação 4 
NAD", produzindo NADH. 


d. A estrutura da E2 

A di-hidrolipoil-transacetilase (E2) consiste em diversos do- 
mínios (Fig. 21.8): entre um e três domínios N-terminais lipoil 
(—80 resíduos), cada um covalentemente ligado a um grupo 
lipoila; um domínio que liga subunidades periféricas (DLSP; 
—35 resíduos), que liga tanto El quanto E3, mantendo o com- 
plexo unido; e um domínio catalítico C-terminal (—250 resí- 
duos), que contém o centro catalítico da enzima e seus sítios 
de ligação intersubunidades. Esses domínios estão ligados por 
segmentos de 20 a 40 resíduos, ricos em Pro e Ala, que são 


Domínios 

lipoil 


Domínio de 
ligação da 
subun idade 
periférica 


Domínio 

catalítico 



Conexão externa Conexão interna 


FIGURA 21.8 Estrutura dos domínios da subunidade di-hi- 
drolipoil-transacetilase (E2), do CPD. O número de domínios 
lipoil, «, é dependente da espécie: n = 3 para E. coli e A. vinelan- 
dii, n — 2 para mamíferos e Streptococcus faecalis e n = 1 para B. 
stearothermophilus e leveduras. 


bastante estendidos e altamente flexíveis e, portanto, forne- 
cem aos domínios lipoil a mobilidade necessária para interagir 
com El e E3, e com as subunidades E2 vizinhas (ver a seguir). 

A estrutura oca em forma de gaiola formada pelos do- 
miníos catalíticos da E2 (Fig. 21.5) contém canais suficiente- 
mente grandes de modo a permitir a difusão dos substratos 
para dentro e para fora. De fato, a coenzima A e a lipoami- 
da ligam-se em conformações estendidas nas extremidades 
opostas de um canal de 30 Á de comprimento, localizado na 
interface de cada par de subunidades em um trímero (Fig. 
21.9). Esse arranjo requer que a CoA aproxime-se de seu sí- 
tio de ligação a partir do interior da estrutura. 

As estruturas por ressonância magnética (RM) dos do- 
mínios lipoil da E2 de diversas fontes mostram a natureza 
exposta do sítio do grupo lipoil. Eles consistem em um barril 
p/sanduíche contendo uma folha p antiparalela contendo 4 
fitas e uma folha p antiparalela com 3 fitas, com a Lys à qual 
o grupo lipoil seria ligado estendendo-se em uma posição ex- 
posta sobre uma dobra p tipo I, ligando duas das fitas p na 
folha de 4 fitas (Fig. 21.10a). 

A estrutura por RM do DLSP de B. stearothermophilus, 
determinada por Richard Perham, revela que sua região or- 



FIGURA 21.9 Estrutura por raios X dos domínios catalíticos de 
ii m trímero da di-hidrolipoil-transacetilase (E2) de A. vinelandii 
em complexo com CoA e lipoamida. O trímero, uma porção do 
complexo cúbico (Fig. 21.5 a) é desenhado em fitas e é visto ao 
longo de seu eixo de ordem 3 (a diagonal do corpo do complexo 
cúbico) a partir de dentro do cubo. As três subunidades idênti- 
cas têm diferentes cores, com a subunidade superior colorida na 
ordem do arco-íris a partir da porção N-terminal (em azul ) até a 
porção C-terminal (em vermelho). A CoA e a lipoamida ligadas 
às subunidade superior e à inferior à esquerda são desenhadas na 
forma de volume atômico, e aquelas ligadas à subunidade inferior 
à direita são desenhadas na forma de bastões, com C da CoA em 
verde, C da lipoamida em ciano (azul água), N azul, O vermelho 
P cor de laranja e S amarelo. Observar como o “cotovelo” N- 
-terminal de cada subunidade estende-se para trás da subunidade 
vizinha no sentido anti-horário; sua deleção desestabiliza muito 
o complexo. (Com base em uma estrutura por raios X obtida por 
Wim Hol, University of Washington, EUA. PDBid 1EAB.) 




Bioquímica 


797 




FIGURA 21.10 Estruturas por RM do domínio 
lipoil e do domínio de ligação da subunidade peri- 
férica da di-hidrolipoil-transacetilase (E2). (a) A 

estrutura por RM do domínio lipoil da di-hidroli- 
poil-transacetilase (E2) de A. vinelandii. A cadeia 
polipeptídica está colorida na ordem do arco-íris, a 
partir da porção N-terminal (em azul) até a porção 
C-terminal (em vermelho). A cadeia lateral da Lys, 
à qual o grupo lipoil estaria ligado, é mostrada no 
modelo de bastões, colorido de acordo com o tipo 
de átomo (C, verde, H, branco e N, azul) e está 
localizada em uma alça (3 do tipo I. (Com base em 
uma estrutura por RM obtida por Aart de Kok, 
Wageningen Agricultural University, Wagenin- 
gen, Holanda. PDBid II YU.) (b) A estrutura por 
RM do domínio de ligação à subunidade periférica 
(DLSP) da E2 de B. stearothermophilus. A cadeia 
polipeptídica está na ordem do arco-íris, a partir 
da porção N-terminal (em azul) até a porção C- 
-terminal (em vermelho). (Com base em uma es- 
trutura por RM obtida por Richard Perham, Cam- 
bridge University, Reino Unido, PDBid 2PDD.) 


denada de —35 resíduos consiste em duas hélices paralelas se- 
paradas por uma alça, que forma um núcleo hidrofóbico den- 
samente empacotado (Fig. 21.106). Esse é um dos menores 
polipeptídeos conhecidos que apresentam uma estrutura glo- 
bular, mas não tem ligações dissulfeto ou grupos prostéticos. 

e. Intermediários são transferidos entre subunidades 
enzimãticas por meio de guias flexíveis 

Como os intermediários das reações são transferidos entre 
as enzimas componentes do CPD? O grupo entre a ligação 
dissulfeto da lipoamida e a estrutura polipeptídica da E2, 
o chamado braço lipoilisila, tem um comprimento de 14 À, 
quando completamente estendido: 
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Evidentemente, o braço lipoilisila, em combinação com 
o segmento externo de ligação, que apresenta um compri- 
mento > 140 Â (Fig. 21.8), atua como uma longa guia fle- 
xível, que move seu grupo lipoil ligado entre os sítios ativos 
de El, E2 e E3. Além disso, há um rápido intercâmbio de 
grupos acetila entre os grupos lipoil do núcleo da E2 (3 X 
24 = 72 grupos lipoil em um CPD de E. coH; 2 X 60 = 120, 
em mamíferos); os braços-guia também movem-se entre 
eles mesmos, intercambiando tanto grupos acetila quanto 
dissulfetos: 



Uma subunidade de El pode, portanto, acetilar numero- 
sas subunidades de E2 e uma subunidade de E3 pode reoxidar 
diversos grupos di-hidrolipoamida. 
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f. CPDs de mamíferos e de fungos contêm subunidades 
adicionais 

Em mamíferos e em leveduras, a estrutura já complicada do 
dodecaedro do CPD apresenta um nível adicional de com- 
plexidade, pois contém subunidades adicionais: cerca de 12 
cópias da proteína ligadora de E3 (PLE3) facilitam a ligação 
de E3 ao núcleo de E2 do complexo dodecaédrico eucarió- 
tico. A PLE3 apresenta um domínio lipoil-lisina semelhan- 
te à E2 e pode aceitar um grupo acetüa, mas seu domínio 
C-terminal não possui atividade catalítica e a remoção de 
seu domínio lipoil-lisina não diminui a atividade catalítica do 
complexo. A principal função da PLE3 parece ser ajudar na 
ligação de E3, pois a proteólise limitada da PLE3 diminui a 
capacidade de ligação de E3. 

g. A microscopia crloeletrônica revela a estrutura do CPD 
dodecaédrico 

James Stoops e Reed determinaram a organização do com- 
plexo dodecaédrico de rim bovino por meio de microscopia 
crioeletrônica (Fig. 21.11). Como esperado, as subunidades 
de E2 formam um núcleo dodecaédrico, cercado por um do- 
decaedro concêntrico de subunidades de El (Fig. 21.11 a,b). 
As subunidades de E2 ligam-se às subunidades de El por 
meio de elos internos radialmente estendidos, com —50 À 
de comprimento, que precedem o DLSP da E2 (Fig. 21.8; es- 
ses elos não são representados na Fig. 21.56, pois a estrutura 
observada por raios X apenas contém o domínio catalítico 
da E2). Embora o CPD de rim bovino utilizado para a deter- 
minação da estrutura não apresente PLE3-E3 em quantida- 
de suficiente para ser visível, sua posição na estrutura, com 
base na microscopia eletrônica do CPD de levedura, indica 
que um dímero de E3 ocupa e preenche largamente cada 
abertura pentagonal do núcleo de E2 (Fig. 21.11c). As subu- 
nidades E3 não estão, portanto, arranjadas com simetria do- 
decaédrica (da mesma forma, as subunidades de E3 no CPD 
cúbico da E. coli não estão arranj adas com simetria cúbica; 




DG URA 21ri L Imagens com base em microscopia eletrônica do 
complexo da piruvato-desidrogenase de rim de bovinos, em uma 
resolução de —35 A. (a) A partícula completa, como vista ao longo 
de seu eixo de simetria de ordem 3. El está mostrada na cor ama- 
rela, o núcleo catalítico da E2 está em verde e as conexões internas 
que ligam domínios catalíticos da E2 a seus domínios de ligação à 
El (DLSP) estão em ciano (Fig. 21.8). A partícula é vista ao longo 
de seu eixo de simetria de ordem 3, com as posições de um eixo de 
ordem 5 e de um eixo de ordem 2 também marcadas. (6)0 diagra- 
ma de uma seção, visto e colorido como na Parte a , mas com a me- 
tade mais próxima da partícula removida para revelar o núcleo ca- 
talítico da E2 e as conexões internas. Comparar a porção verde com 
a estrutura por raios X do núcleo catalítico dodecaédrico de uma 
E2, como mostrada ao longo de seu eixo de ordem 2 (Fig. 21.56). 

(c) O diagrama de uma seção, como na Parte 6, mas com dímeros 
de E3 (Fig. 21.13a), mostrado com resolução de 20 A (vermelho), 
modelado considerando as aberturas pentagonais do núcleo da E2. 
A posição de um sítio de ligação de subunidade periférica na ex- 
tremidade de uma conexão com E2 está marcada por um asterisco 
(*). (Segundo Zhou, Z.H., McCarthy, D.B., 0’Comior, C.M., Reed, 
L.J., e Stoops, J.K., Proc. Natl. Acad. Sei. 98, 14802 [2001].) 
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Fig. 21.46). O DLSP, localizado na extremidade do elo in- 
terno da E2 (* na Fig. 21.11c), é o ponto a partir do qual o 
domínio lipoil da E2 estabelece seu eixo (Fig. 21.10a). Ele 
está a —50 À dos sítios ativos mais próximos de El, E2 e E3. 

Além da PLE3, o CPD de mamíferos contém de uma a 
três cópias de cada uma das enzimas pimvato-desidrogenase- 
-cinase e piruvato-desidrogenase-fosfatase. A cinase e a fos- 
fatase funcionam regulando a atividade catalítica do comple- 
xo (Seção 21.2Cb). 

h. Dois outros complexos multienzimãticos assemelham-se 
bastante ao CPD 

Além do CPD, a maioria das células contém dois outros 
complexos multienzimãticos bastante relacionados: o com- 
plexo da a-cetoglutarato-desidrogenase (também chama- 
do 2-oxoglutarato-desidrogenase [OGDH], que catalisa a 
reação 4 do ciclo do ácido cítrico; Fig. 21.1) e o complexo 
da desidrogenase dos ct-cetoácidos de cadeia ramificada 
(CCRDH; que participa na degradação de isoleucina, leuci- 
na e valina; Seção 26.3Ee). Esses complexos multienzimáti- 
cos catalisam reações similares: a descarboxilação oxidativa, 
ligada ao NAD r , de um a-cetoácido, com a transferência 
do grupo acila resultante para a Co A. De fato, todos os três 
membros dessa família de desidrogenases de 2-cetoácidos 
(alternativamente, família de 2-oxoácidos desidrogenases) 
de complexos multienzimãticos compartilham a mesma su- 
bunidade E3, e suas subunidades El e E2, que são específi- 
cas para os substratos correspondentes, são homólogas e uti- 
lizam cofatores idênticos. Desse modo, para diferenciá-las, 
as subunidades El para o CPD, o OGDH e o CCRDH são 
frequentemente referidas como Elp, Elo e Elb, respectiva- 
mente, e, do mesmo modo, suas subunidades E3 são deno- 
minadas E3p, E3o e E3b. 


i. Compostos arsenlcais são tóxicos pois sequestram 
lipoamida 

Desde tempos antigos é sabido que o arsênico é uma subs- 
tância muito tóxica. Compostos contendo As(III), como ar- 
senito (As 0 3 3 ~) e arsenicais orgânicos, são tóxicos devido à 
sua capacidade de ligar-se covalentemente a compostos sulfi- 
drila. Isso é particularmente verdadeiro no caso de sulfidrilas 
vicinais (adjacentes), como aquelas da lipoamida, pois for- 
mam adutos bidentados: 
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A consequente inativação de enzimas contendo lipoa- 
mida, especialmente da piruvato-desidrogenase e da a-ceto- 
glutarato- desidrogenase (Seção 21. 3D), leva a uma parada 
respiratória. 

Arsenicais orgânicos são mais tóxicos para microrganis- 
mos que para humanos, aparentemente devido a diferenças 
nas sensibilidades de várias enzimas a esses compostos. Essa 
toxicidade diferencial é a base para o uso, no início do sécu- 
lo XX, de arsenicais orgânicos para o tratamento da sífilis 
(agora suplantado pela penicilina) e da tripanossomíase (tri- 
panossomos são protozoários parasitas que causam diversas 
doenças, incluindo a doença do sono africana e a doença de 
Chagas -Cruz). Esses compostos foram de fato os primeiros 
antibióticos, embora, como não é de surpreender, eles te- 
nham diversos efeitos adversos. 

j. Envenenamento por arsênico, Napoleão e Darwin 

O arsênico é geralmente suspeito como um veneno em casos 
de mortes prematuras. De fato, acredita-se, há tempo, que 
Napoleão Bonaparte tenha morrido de envenenamento por 
arsênico enquanto estava no exílio em Santa Helena, uma 
ilha no Oceano Atlântico. Essa suspeita, e a análise quími- 
ca que provocou, levou a uma fascinante historieta química. 
A verificação de que uma mecha do cabelo de Napoleão de 
fato continha altos níveis de arsênico apoia a noção de que o 
envenenamento por arsênico tenha pelo menos contribuído 
para sua morte. Foi, porém, assassinato ou poluição ambien- 
tal? Foi descoberto que uma amostra do papel de parede do 
quarto de vestir de Napoleão continha um pigmento verde 
normalmente usado (naquela época), arsenato de cobre 
(CuHAs0 4 ). Concluiu-se, enfim, que, em um clima úmido, 
como é o caso de Santa Helena, fungos que crescem no papel 
de parede eliminam o arsênico convertendo-o em um com- 
posto volátil e altamente tóxico, trimetil-arsênio [(CH 3 ) 3 As], 
De fato, visitantes regulares de Napoleão também sofriam 
de sintomas de envenenamento por arsênico (p. ex,, per- 
turbações gastrintestinais), que pareciam melhorar quando 
passavam boa parte do tempo ao ar livre. Desse modo, o en- 
venenamento de Napoleão por arsênico pode ter sido não 
intencional. 

Trabalho de detetive em retrospectiva também sugere 
que Charles Darwin foi uma vítima de envenenamento crô- 
nico por arsênico. Na maior parte de sua vida, após ter vol- 
tado de sua viagem épica, Darwin queixou-se de numerosas 
indisposições, incluindo eczema, vertigem, dores de cabeça, 
artrite, gota, palpitações e náusea, todos sintomas de enve- 
nenamento por arsênico. A solução de Fowler, um tônico 
comum no século XIX, continha 10 mg de arsênico • mL " 
Muitos indivíduos, e possivelmente o próprio Darwin, toma- 
ram essa “medicação” por anos. 

k. A estrutura da El 

Nos CPDs dodecaédricos, a El (piruvato-desidrogenase) 
é um heterotetrâmero com duas partes simétricas a 2 0 2 . 
Entretanto, nos CPDs cúbicos e na a-cetoglutar ato- desi- 
drogenase, que também é cúbica, as subunidades ae |3 estão 
geneticamente fundidas, formando um único polipeptídeo e, 
assim, uma enzima homodimérica. 

A estrutura por raios X da El do CPD dodecaédrico de B. 
stearothermophüus , em complexo com TPP e um domínio que 
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liga subunidades periféricas (Fig. 21.12o), conforme determina- 
da por Perham e Ben Luisi, revela um heterotetrâmero a,|3 7 



FIGURA 21.12 Estrutura por raios X da El de B. stearothermo - 
phílus em complexo com TPP e o domínio de ligação à subuni- 
dade periférica (DLSP). (a) O heterotetrâmero a 2 fl 2 de El, visto 
com seu eixo de simetria dupla na vertical e o dodecaedro de E2 
abaixo, está desenhado com suas subunidades a na forma de ver- 
mes e suas subunidades (3 na forma de fitas. As subunidades a e 
(1 mais próximas ao observador e predominantemente à esquerda 
são, cada uma, coloridas na ordem do arco-íris, de suas porções 
N-terminais (em azul) a suas porções C- terminais (em vermelho ); 
as subunidades aep remanescentes estão representadas em 
ciano-claro e verde-claro. O DLSP ( abaixo ) está representado em 
azul-claro. O TPP é mostrado na forma de volume atômico, com 
C verde, N azul, O vermelho, P cor de laranja e S amarelo. As 
entradas para os canais dos sítios ativos da enzima estão indicadas 
por setas pretas. ( b ) Um diagrama com secção da superfície do 
túnel preenchido com solvente, que conecta os dois sítios ativos 
da enzima. Os grupos hidroximetii-TPP ligados aos sítios ativos da 
enzima e as cadeias laterais de Asp e Glu que revestem o túnel es- 
tão desenhadas em forma de bastões, com C cinza, N azul, O ver- 
melho, P verde e S amarelo. Moléculas de água e íons Mg 2 1 estão 
representados como esferas em vermelho e fúcsia. (Parte a, com 
base em uma estrutura por raios X obtida por, e parte b cortesia 
de Richard Perham e Ben Luisi, University of Cambridge, Reino 
Unido. PDBid 1W85.) 


firmemente associado, cujas subunidades a de 368 resíduos e 
subunidades (3 de 324 resíduos consistem, cada uma, em dois 
domínios. Um único DLSP liga-se aos domínios C-terminais 
ao longo do eixo de simetria dupla, relacionando-os de modo 
tal que impede estericamente a ligação de um segundo DLSP. 
Assim sendo, o DLSP interage assimetricamente com os dois 
domínios quimicamente idênticos, de maneira semelhante ao 
modo como o hormônio do crescimento humano interage com 
seu receptor homodimérico (Seção 19. 1J). O núcleo estrutural 
conservado, de —310 resíduos, de El ocorre em outras enzimas 
de estruturas conhecidas que utilizam TPP, incluindo a piruva- 
to-descarboxilase (Seção 17.3Ba). Cada TPP encontra-se liga- 
do entre os domínios N-terminais de uma subunidade a e uma 
[3, na extremidade de um canal em forma de funil com —21 Ã 
de profundidade, com seu anel tiazólio (seu grupo reativo) mais 
próximo à entrada do canal. Aparentemente, o braço lipoilisila, 
na extremidade do domínio lipoil de uma E2 está inserido nes- 
se canal, em uma conformação estendida, para a transferência 
do substituinte hidroxiacil do TPP para a lipoamida. 

I. Os sítios ativos da El são coordenados via um cabo de 
prótons 

Quando a apo-El é misturada com TPP, o primeiro TPP a ligar- 
-se nessa proteína com aparente simetria dupla o faz ordens de 
magnitude mais rapidamente que o segundo TPP. Isso indica 
que esses dois sítios de ligação, que estão separados por —20 Á 
de algum modo se comunicam. De fato, os dois sítios ativos da 
enzima, na estrutura por raios X descrita anteriormente, pos- 
suem estruturas diferentes, pois duas alças conservadas (resí- 
duos 203-212 e 276-287 das subunidades a) na entrada do canal 
que leva ao TPP estão ordenadas em uma das subunidades de 
modo a bloquear o sítio ativo e estão desordenadas na outra 
subunidade. A possibilidade de que essa disposição estrutural 
fosse artefato do processo de cristalização foi excluída pela ob- 
servação de que uma proteólise limitada cliva mais a porção 
C-terminal dessas alças em uma das subunidades, e não na ou- 
tra. Assimetrias semelhantes têm sido observadas em todas as 
enzimas dependentes de TPP de estruturas conhecidas. 

A estrutura por raios X da El revela um túnel preen- 
chido com solvente que liga seus dois sítios ativos, recober- 
to com 10 resíduos ácidos conservados (Fig. 21.126). Túneis 
com características ácidas semelhantes estão presentes em 
todas as enzimas de estruturas conhecidas que são dependen- 
tes de TPP, todas as quais são diméricas ou tetraméricas. Isso 
levou Luisi e Perham a propor que, à medida que o piruvato 
segue através das reações 1 e 2 catalisadas por El, como dis- 
cutido na Seção 21 .2Ac, o próton necessário na reação 1 em 
um sido ativo é fornecido pelo próton liberado pela reação 2 
no outro sítio ativo. Presume-se que os prótons sej am trans- 
feridos entre os dois sítios ativos por uma série de saltos de 
prótons (Seção 2.1 C) através do túnel ácido, que então fun- 
ciona como um cabo de prótons. Consequentemente, na me- 
dida em que os dois sítios ativos progridem em seus ciclos ca- 
talíticos, eles devem manter-se fora de fase um em relação ao 
outro, ou seja, um sítio requer uma base geral enquanto o ou- 
tro requer um ácido geral e vice-versa, de modo a atenderem 
reciprocamente suas necessidades catalíticas por meio do 
cabo de prótons. Isso explica a cooperatividade negativa ob- 
servada para a ligação do substrato em El. Estruturalmente, 
isso é racionalizado pela fechamento e abertura alternados 
dos sítios ativos pelo ordenamento e desordenamento fora 
de fase das alças nas entradas de cada canal dos sítios ativos. 
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B. O mecanismo da di-hidrolipoil-desidrogenase 

A reação catalisada pela di-hidrolipoil-desidrogenase (E3) é 
mais complexa do que sugerem as Reações 4 e 5 na Fig. 21 .6. 
Vincent Massey demonstrou que a di-hidrolipoil-desidroge- 
nase oxidada contém uma ligação dissulfeto “redox ativa”, 
a qual aceita um par de elétrons, ocorrendo então clivagem 
dessa ligação, produzindo a forma reduzida da enzima e for- 
mando um ditiol: 


S — S— N 

Enzima— ' 




v. 


S“ S \ 

Enzima — ' 




SH HS — \ 
Enzima — ^ 



Ele estabeleceu os fatos anteriores devido às seguintes ob- 
servações, envolvendo o arsenito (o qual, como foi visto na 
Seção 21.2AÍ, reage com grupos sulfidrila vicinais, mas não 
com dissulfetos) . 

1. O espectro da di-hidrolipoil-desidrogenase oxidada (E) 
não é afetado pelo arsenito. 

2. Quando o NADH reage com a enzima oxidada na pre- 
sença de arsenito, a enzima reduzida resultante (EH } liga-se 
ao arsenito, formando uma espécie enzimaticamente inativa. 

3. O estado de oxidação da flavina em uma flavoproteína 
(proteína contendo flavina) é facilmente estabelecido a par- 
tir de seu espectro UV-visível característico: o FAD tem cor 
amarela intensa enquanto o FADH 2 é amarelo pálido, O es- 
pectro da EH 2 inativada pelo arsenito indica que seu grupo 
prostético FAD está completamente oxidado. 

A di-hidrolipoil-desidrogenase oxidada deve, portanto, 
ter um segundo aceptor de elétrons, além do FAD; a conhe- 
cida especificidade do arsenito sugere que o aceptor sej a um 
dissulfeto. A sequência de aminoácidos da di-hidrolipoil- 
-desidrogenase indica que sua ügação dissulfeto com ativi- 
dade redox sej a formada entre sua Cys 43 e sua Cys 48, que 
ocorrem em um segmento altamente conservado da cadeia 
polipeptídica da enzima. 

a. As estruturas por raios X da di-hidrolipoil-desidrogenase e 
da glutationa-redutase 

As estruturas por raios X da di-hidrolipoil-desidrogenase de 
diversos microrganismos, determinadas principalmente por 
Hol, revelam que cada sub unidade de —470 resíduos dessas 
enzimas homodiméricas está organizada em 4 domínios, to- 
dos eles participando na formação do centro catalítico da su- 
bunidade (Fig. 21.13a). Um DLSP da E2 (não representado 
na Fig. 21.13) liga-se ao fundo da enzima ao longo de seu 
eixo de simetria dupla, de modo semelhante à forma como 
se liga à El (Fig. 21.12). A flavina está quase completamente 
enterrada na proteína, o que previne que a solução ao seu 
redor interfira com a reação de transferência de elétrons 
catalisada pela enzima (FADH 2 , mas não NADH ou tiol, é 
rapidamente oxidado pelo 0 2 ). O dissulfeto com atividade 
redox, que está localizado no lado oposto do anel da flavina, 
em relação ao anel da nicotinamida (Fig. 21.13 b), une voltas 
sucessivas em um segmento distorcido de uma hélice a (em 
uma hélice sem distorções, os átomos de C o da Cys 43 e da 
Cys 48 estariam muito afastados para permitir que a ligação 
dissulfeto se formasse). 



(b) 


FIGURA 21.13 Estrutura por raios X da di-hidrolipoil-desidro- 
genase (E3) da bactéria gram-negativa Pseudomonas putida, em 
complexo com FAD e NAD + . (a) A enzima homodimérica é vista 
com seu eixo de simetria de ordem 2 na vertical, com o dodecaedro 
da E2 abaixo. Uma subunidade é representada em cinza e a outra 
é colorida de acordo com o domínio, com seu domínio de ligação 
ao FAD (resíduos 1-142) em cor de laranja-claro, seu domino de 
ligação ao NAD (resíduos 143-268) em roxo, seu domínio central 
(resíduos 269-337) em verde-amarelado, e seu domínio na interface 
(resíduos 338-458) em cor-de-rosa. O NAD e o FAD em ambas 
as subunidades são mostrados no modelo de bastões, com C do 
FAD em verde, C do NAD em ciano, N azul, O vermelho e P cor 
de laranja. (6) A região do sítio ativo na subunidade à esquerda, 
na Parte a, com os domínios central e de interface removidos, para 
maior clareza. A figura é vista aproximadamente a partir do mes- 
mo ponto que na Parte a. A porção com atividade redox dos cofa- 
tores NAD e FAD ligados, as cadeias laterais da Cys 43 e da Cys 
48, que formam a ligação dissulfeto com atividade redox, e a cadeia 
lateral da Tyr 181 são mostradas no modelo de esferas e bastões, 
com C do FAD em verde, C do NAD em ciano, C da cadeia late- 
ral em fúcsia, N azul, O vermelho, P fúcsia e S amarelo. Observar 
que a cadeia lateral da Tyr 181 está interposta entre os anéis da 
flavina e da nicotinamida. (Com base em uma estrutura por raios X 
de Wim Hol, University of Washington, EUA. PDBid 1LVL.) 

O mecanismo catalítico da E3 foi em grande parte de- 
terminado por meio de analogia com uma enzima homóloga 
(—33% idêntica), mas com estrutura mais extensamente ca- 


802 Do na 1 d Voet / Judith G. Voet 




Dí-hidiun- 
poamida 
(LH 2 ) 


NAOH 



6 





Lipoamida 

CD 


Estágio il: Estágio I: 

redução do oxidação da 

NAD + di-hidrolipoamida 



FIGURA 21.14 Ciclo da reação catalítica da di-hidrolipoil-desidrogenase. O centro catalítico é cercado pela proteína, de modo 
que os sítios de ligação do NAD ' e da di-hidrolipoamida estão em bolsos profundos. O ciclo catalítico consiste em seis etapas, con- 
forme descrito a seguir. (1) A enzima oxidada, E, que contém uma ligação dissulfeto com atividade redox entre Cys 43 e Cys 48 , 
liga di-hidrolipoamida, LH 2 , o primeiro substrato da enzima, para formar um complexo enzima-substrato, E ■ LH 2 . ( 2 ) Um átomo 
S do substrato ataca nucleofilicamente S 43 para produzir uma ligação dissulfeto e liberar S 4g , como um íon tiolato. O próton, no 
segundo grupo tiol do substrato, é abstraído pela His 451 ', para produzir um segundo íon tiolato, E—S— S - L • S . ( 3 ) O íon tiolato 
do substrato desloca nucleofilicamente o S 43 , auxiliado por catálise ácida geral pela His 451 ', para produzir o produto lipoamida da 
enzima em seu complexo com a enzima reduzida, estável, EH 2 • L, em que o S 4s forma um complexo de transferência de carga com 
o anel flavina ( linha vermelha pontilhada para o anel vermelho da flavina). ( 4 ) O produto lipoamida é liberado, produzindo EH 2 . 

A cadeia lateral fenólica da Tyr 181 continua a bloquear o acesso ao anel de flavina do FAD, de modo a impedir a oxidação da en- 
zima pelo 0 2 . (5) O segundo substrato da enzima, NAD ! , liga-se à EH 2 para formar EH 2 ■ NAD . A cadeia lateral fenólica da Tyr 
181 é empurrada para o lado pelo anel nicotinamida do NAD . (6) O ciclo catalítico é encerrado pela redução do NAD 1 por EH 2 , 
para regenerar a forma oxidada da enzima, E, produzindo o segundo produto da enzima, NADH. 
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racterizada, a glutationa-redutase (GR). Essa enzima quase 
ubíqua catalisa a redução dependente de NADPH da glu- 
tationa-dissulfeto (GSSG), produzindo o agente redutor in- 
tracelular glutationa ( GSH; sua função fisiológica é discutida 
nas Seções 23.4E e 26.4C): 

O o 

+ II II 

h 3 n-ch— ch 2 -ch 2 - c-nh-ch-c-nh- ch 2 -coo _ 
COO" çh 2 

s 

s 

COO" o ch 2 o 

H 3 N-CH-CH 2 ~CH 2 - C-NH-CH-C-NH- CH 2 - COO" 

Glutationa-dissulfeto (GSSG) 


NADPH + H + 
NADP+ 


O 


Glutationa- 

-redutase 

O 


2 H 3 N 


ch-ch 2 - ch 2 - c-nh-ch-c-nh- ch 2 -coo 

COO" ch 2 

SH 

Glutationa (GSH) 

(' Y-L-glutamil-L-ci ste inilgl icina) 


Pode-se observar que essa reação é análoga àquela catali- 
sada pela di-hidrolipoil-desidrogenase, mas que essas duas 
reações normalmente ocorrem em sentidos opostos; ou sej a, 
a di-hidrolipoil-desidrogenase normalmente usa NAD h para 
oxidar dois grupos tiol, formando um dissulfeto (Fig. 21.6), 
enquanto a GR utiliza NADPH para reduzir um dissulfeto 
para dois grupos tiol. Ainda assim, os sítios ativos dessas 
duas enzimas são bastante sobreponíveis. 

O arranjo dos grupos no centro catalítico da di-hidroli- 
poil-desidrogenase e sua sequência de reação estão diagra- 
mados na Fig. 21.14. O sítio de ligação do substrato está loca- 
lizado na interface entre as duas subunidades da enzima, na 
vizinhança do dissulfeto com atividade redox. Na ausência de 
NAD \ a cadeia lateral fenólica da Tyr 181 da enzima cobre 
a cavidade de ligação da nicotinamida, de modo a proteger a 
flavina de contato com a solução. De fato, a Fig. 21.13b mos- 
tra um complexo enzima-produto de di-hidrolipoil-desidroge- 
nase oxidada com NAD 4 no qual a cadeia lateral da Tyr 181 
está interposta entre o anel nicotinamida e seu sítio de ligação 
no centro catalítico da enzima. Já na estrutura por raios X da 
GR em complexo com o NADPH, determinada por Georg 
Schulz e Heiner Schirmer, essa cadeia lateral moveu-se para 
o lado, de forma que o anel reduzido da nicotinamida liga- 
-se paralelamente ao anel flavina da enzima completamente 
oxidada, E, estabelecendo contato por meio de ligações de 
van der Waals (Fig. 21.15). O H s substituinte desse átomo 
C4 pró-quiral da nicotinamida reduzida (que está em frente 
à flavina), o átomo de H que será perdido na reação da GR, 
situa-se próximo ao átomo N5 da flavina, a posição pela qual 
os elétrons frequentemente entram no anel da flavina quando 
ela é reduzida. Esse posicionamento é particularmente signi- 
ficativo em vista do mecanismo catalítico descrito a seguir. 



FIGURA 21.15 Complexo formado entre o anel da flavina, o 
anel da nicotinamida e a cadeia lateral da Cys 63, observado na 
estrutura por raios X para a glutationa-redutase de eritrócitos 
humanos. Vista perpendicular ao anel da flavina. Os átomos es- 
tão coloridos de acordo com o tipo, com C da nicotinamida em 
ciano, C da flavina verde, C da Cys 63 roxo, N azul, O vermelho 
e S amarelo. Os dois heterociclos planares são paralelos e em 
contato por forças de van der Waals. O átomo de S da Cys 63 
(equivalente ao S 48 da di-hidrolipoil-desidrogenase), um mem- 
bro do dissulfeto com atividade redox, também está em contato 
de van der Waals com o anel de flavina no lado oposto ao anel 
de nicotinamida. (Com base em uma estrutura por raios X obti- 
da por Andrew Karplus e Georg Schulz, Institut für Organische 
Chemie und Biochemie, Freiburg, Alemanha. PDBid 1GRB.) 


b. Mecanismo catalítico 

Estruturas de proteínas obtidas por raios X não revelam as 
posições dos átomos H (exceto em estruturas com a mais alta 
resolução), nem indicam vias de transferência de elétrons. 
A via de transferência de elétrons na reação da glutationa- 
-redutase foi, ainda assim, inferida a partir de estruturas por 
raios X de uma série de intermediários estáveis da reação 
enzimática, acrescidas de uma série de dados enzimológicos. 
Apresenta-se aqui esse mecanismo em termos da reação ca- 
talisada pela di-hidrolipoil-desidrogenase (Fig. 21.14) que é 
muito semelhante à glutationa-redutase. 

A di-hidrolipoil-desidrogenase apresenta um mecanis- 
mo de pingue-pongue (Seção 14.5Aa); cada um de seus dois 
substratos, di-hidrolipoamida e NAD', reage na ausência do 
outro (Fig. 21.6, Reações 4 e 5). O Estágio I da reação cata- 
lítica (Fig. 21.14, Etapas 1 a 4) envolve uma reação de troca 
de dissulfeto entre o primeiro substrato, a di-hidrolipoamida 
(LH 2 ), e o dissulfeto com atividade redox da enzima, um pro- 
cesso no qual a His 451' funciona como um aceptor acidobá- 
sico geral (resíduos marcados com linha ['] referem-se à su- 
bunidade oposta). De fato, Glu 456', His 451' e Cys 43 estão 
arranjados de forma muito semelhante à tríade catalítica das 
serina-proteases (Seção 15.3B), com a Cys SH no lugar da 
Ser OH. A importância da His 451' como um catalisador aci- 
dobásico foi estabelecida por Charles Williams, observando 
que, alterando esse aminoácido por mutação, substituindo-o 
por Gin, obtém-se uma enzima com apenas —0,4% da ativi- 
dade catalítica da enzima original. 

O ânion tiolato, formado pela Cys 48 no Etapa 2, for- 
ma um complexo de transferência de carga com a flavina, no 
qual S 4 8 (o átomo de S da Cys 48) estabelece contato com o 
anel de flavina próximo à sua quarta posição (um complexo 
de transferência de carga é uma interação não co valente, na 
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qual um par de elétrons é parcialmente transferido de um 
doador, nesse caso o S 4R , para um aceptor, nesse caso o anel 
oxidado da flavina; a cor vermelha desse complexo é indi- 
cativa da formação do complexo de transferência de carga). 

O Estágio II dessa reação de pingue-pongue (Fig. 21.14, 
Etapas 5 e 6) envolve a ligação e a redução de NAD , seguin- 
do-se a liberação de NADH para regenerar a enzima oxida- 
da. A via percorrida pelos elétrons, do dissulfeto reativo em 
sua forma reduzida, passando pelo FAD e pelo NAD , foi 
elucidada por estudos espectroscópicos e da química de com- 
postos-modelo. Esses estudos indicam que um par de elé- 
trons é rapidamente transferido do S 48 para o anel de flavina 
pela formação transitória de uma ligação covalente entre o 
S 48 e o átomo 4a da flavina (Fig. 21.16, Etapa 1). A His 451' 
então abstrai um próton do tiol S 43 , formando um íon tiolato, 
que ataca nucleofilicamente o S 48 , para formar novamente o 
grupo dissulfeto com atividade redox (Fig. 21.16, Etapa 2). 
O ânion flavina reduzido (FADH”) resultante dessa etapa 
tem uma existência bastante transitória. O átomo de H subs- 
tituinte no N5 do FADH” é imediatamente transferido (for- 
malmente como um íon hidreto) ao átomo de C4 justaposto 
do anel da nicotinamida (Fig. 21.15), produzindo FAD e o 
segundo produto da reação, NADH, completando assim o 
ciclo catalítico. Desse modo, o FAD parece funcionar mais 
como um eletroduto entre a forma reduzida do dissulfeto re- 
dox ativo e o NAD do que como uma fonte ou escoadouro 
de elétrons. 

C. 0 controle da piruvato-desidrogenase 

O CPD regula a entrada de unidades acetila derivadas de 
fontes constituídas por carboidratos no ciclo do ácido cítrico. 
A descarboxilação do piruvato pela El é irreversível e, uma 
vez que nos mamíferos não há outras vias para a síntese de 
acetil-CoA a partir do piruvato, é crucial que a reação seja 
cuidadosamente controlada. Dois sistemas regulatórios são 
utilizados: 

1. Inibição pelos produtos NADH e acetil-CoA (Fig. 
21.17a). 

2. Modificação covalente por fosforilação/desfosforilação 
da subunidade El da piruvato-desidrogenase (Fig. 21.17b; a 
regulação enzimática por modificação covalente é discutida 
na Seção 18.3Ba). 

a. Controle por inibição pelo produto 

O NADH e a acetil-CoA competem com o NAD e com a 
CoA pelos sítios de ligação em suas respectivas enzimas. 
Eles também revertem o equilíbrio das reações reversíveis 
da transacetilase (E2) e da di-hidrolipoil-desidrogenase (E3) 
(Fig. 21.17a). Relações [NADH]/[NAD + ] e [acetil-CoA]/ 
[CoA] altas, portanto, mantêm E2 na sua forma acetilada, 
incapaz de aceitar o grupo hidroxietila do TPP, na El. Isso, 
por sua vez, mantém o TPP na subunidade El em sua forma 
hidroxietila, diminuindo a velocidade de descarboxilação do 
piruvato. 

b. Controle por fosforilação/desfosforilação 

O controle por fosforilação/desfosforilação ocorre apenas 
nos complexos enzimáticos de eucariotos. Esses complexos 
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FIGURA 21.16 A reação de transferência de um par de 
elétrons da forma reduzida do dissulfeto com atividade redox 
da di-hidrolipoil-desidrogenase para o anel da flavina ligado 
à enzima. (1) O colapso do complexo de transferência de 
carga entre o íon tiolato da Cys 48 e o anel de flavina ( linha 
vermelha tracejada ) para formar uma ligação covalente entre 
S 4g e o átomo C4a da flavina. O S 4g está localizado fora do 
plano da flavina, como indica a Fig. 21.15. O átomo N5 da 
flavina adquire um próton, possivelmente do S 43 , que torna- 
-se um íon tiolato. (2) O tiolato S 43 ataca nucleofilicamente o 
S 4g , para formar uma ligação dissulfeto com atividade redox, 
assim liberando o ânion flavina reduzido, FADH . 
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(b) Modificação covalente 
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FIGURA 21.17 Fatores que controlam a atividade do CPD. (a) Inibição pelo produto. O NADH e a acetil-CoA competem, 
respectivamente, com o NAD ! e a CoA, nas Reações 3 e 5 da sequência de reação da piruvato-desidrogenase. Quando as con- 
centrações relativas de NADH e acetil-CoA estão altas, as reações reversíveis catalisadas por E2 e E3 são deslocadas no sentido 
contrário ( setas vermelhas), inibindo uma posterior formação de acetil-CoA. (b) Modificação covalente no complexo em eucario- 
tos. A piruvato-desidrogenase (El) é inativada por fosforilação específica de um de seus resíduos Ser, em uma reação catalisada 
pela piruvato-desidrogenase-cinase (à direita). Esse grupo fosforila é hidrolisado pela ação da piruvato-desidrogenase-fosfatase ( à 
esquerda ), reativando El. Os ativadores e inibidores da cinase estão listados à direita e os ativadores da fosfatase estão listados à 
esquerda. 


contêm piruvato-desidrogenase-cinase e piruvato-desidro- 
genase-fosfatase, ligadas ao núcleo di-hidrolipoil-transaceti- 
lase (E2). A cinase inativa a subunidade piruvato-desidroge- 
nase (El ), catalisando a fosforilação dependente de ATP de 
um resíduo Ser na alça mais C-terminal na entrada do canal 
do sítio ativo (Fig. 21.17b). Além disso, a fosforilação em 
apenas um dos dois sítios ativos de El inativa toda a enzi- 
ma, ressaltando novamente a natureza obrigatória do aco- 
plamento fora de fase entre esses dois sítios ativos (Seção 
21.2A1). A hidrólise desse resíduo de fosfo-Ser pela fosfatase 
reativa o complexo. 

A piruvato-desidrogenase-cinase é ativada por sua in- 
teração com a forma acetilada da E 2 . Consequentemente, 
os produtos da reação, NADH e acetil-CoA, além de seus 
efeitos diretos sobre o CPD, ativam indiretamente a piru- 
vato-desidrogenase-cinase. A fosforilação resultante inati- 
va o complexo, assim como os próprios produtos o inibem. 
Acetil-CoA e NADH são produtos da oxidação dos ácidos 
graxos (Seção 25.2), de modo que essa inibição do CPD serve 


para preservar fontes de carboidratos quando fontes lipídicas 
de combustível estão disponíveis. 

O Ca 2H é um importante segundo mensageiro, sinalizando 
a necessidade de aumento na demanda energética (p. ex., para 
a contração muscular). O aumento na [Ca r J aumenta a ativida- 
de da piruvato-desidrogenase-fosfatase, ativando assim o CPD . 

A insulina está envolvida no controle desse sistema, 
pela ativação indireta da piruvato-desidrogenase -fosfatase. 
Deve-se lembrar que a insulina ativa também a síntese de 
glicogênio, pela ativação da fosfoproteína-fosfatase-1 (Seção 
18.3Cg). A insulina, em resposta a um aumento na glicose 
sanguínea, é agora vista como promotora da síntese de acetil- 
-CoA, assim como do glicogênio. Como será visto na Seção 
25.4, além de ser o combustível para o ciclo do ácido cítrico, 
a acetil-CoA é precursora de ácidos graxos. Vários outros 
ativadores e inibidores regulam o sistema da piruvato-desi- 
drogenase (Fig. 21.176); este, entretanto, em contraste com 
o sistema de controle do metabolismo do glicogênio (Seção 
18.3), não é afetado pelo AMP cíclico. 
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3 ENZIMAS DO CICLO DO ÁCIDO CÍTRICO 

Nesta seção, serão discutidos os mecanismos de reação das 
oito enzimas do ciclo do ácido cítrico. O conhecimento a res- 
peito desses mecanismos repousa sobre uma enorme quan- 
tidade de trabalho experimental; à medida que houver uma 
progressão nos estudos, serão examinados alguns detalhes 
desses experimentos. Considerações acerca de como é regu- 
lado esse ciclo e de suas relações com o metabolismo celular 
são assuntos das próximas seções. 


cada subunidade formam uma fenda profunda que contém o 
sítio de ligação do oxalacetato (Fig. 21.18 a). Ao ligar o oxa- 
lacetato, entretanto, o domínio menor sofre uma notável ro- 
tação de 18° em relação ao domínio maior, fechando a fenda 
(Fig. 21.186). 

As estruturas por raios X de dois inibidores da citrato - 
-sintase em um complexo ternário com a enzima e o oxalace- 
tato também foram determinadas. Acetonil-Co A, um inibidor 
análogo à acetil-CoA no estado basal, e carboximetil-CoA, 
proposta como análoga no estado de transição (ver a seguir), 


A. Citrato-sintase 

A citrato-sintase ( originalmente denominada enzima de con- 
densação do citrato ) catalisa a condensação da acetil-CoA e 
do oxalacetato (Reação 1 da Fig. 21.1). Essa reação inicial do 
ciclo do ácido cítrico é o ponto no qual os átomos de carbo- 
no são adicionados para “alimentar a fornalha”, na forma de 
acetil-CoA. A reação da citrato-sintase ocorre por um meca- 
nismo cinético ordenado e sequencial (Seção 14.5Aa), com o 
oxalacetato sendo adicionado à enzima antes da acetil-CoA. 

A estrutura por raios X da enzima dimérica livre, deter- 
minada por James Remington e Robert Huber, mostra que 
ela adota uma “forma aberta”, na qual os dois domínios de 
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FIGURA 21.18 Alterações conformacionais na citrato-sintase. (a) Conformação aberta. ( b ) Conformação fechada, para ligação do 
substrato. Em ambas as formas, a proteína homodimérica é vista ao longo de seu eixo de simetria de ordem 2, e é representada com 
sua superfície molecular transparente e as cadeias polipeptídicas desenhadas em forma de verme e coloridas na ordem do arco-íris, 
de azul na porção N-terminal a vermelho, na porção C-terminal. O produto da reação, citrato, que está ligado a ambas as formas da 
enzima, e a coenzima A, que também está ligada à forma fechada, são mostrados na forma de volume atômico, com C do citrato em 
ciano, C da Co A em verde, N azul, O vermelho e P cor de laranja. A grande alteração conformadonal entre as formas aberta e fe- 
chada impõe uma rotação de 18° dos domínios menores (parte superior ã esquerda e parte inferior à direita ) em relação aos domínios 
maiores, resultando em movimentos interatômicos relativos de até ISA. (Com base em estruturas por raios X determinadas por 
James Remington e Robert Huber, Max-Planck-Institut für Biochemie, Martinsried, Alemanha. PDBids 1CTS e 2CTS.) 
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ligam-se à enzima em sua forma “fechada”, permitindo, des- 
se modo, a identificação do sítio de ligação da acetil-CoA. A 
existência das formas “aberta” e “fechada” explica o com- 
portamento de cinética sequencial ordenado da enzima: a al- 
teração conformacional induzida pela ligação do oxalacetato 
gera o sítio de ligação da acetil-CoA, ocluindo o acesso do 
solvente ao oxalacetato ligado. Esse é um exemplo clássico do 
modelo do encaixe induzido de ligação do substrato (Seção 
10.4C). A hexocinase apresenta um comportamento seme- 
lhante (Seção 17.2Aa). 

A reação da citrato-sintase é uma condensação mista al- 
dol-éster de Claisen, sujeita à catálise acidobásica geral com a 
participação intermediária da forma enol(ato) da acetil-CoA. 
A estrutura por raios X da enzima em complexo ternário com 
o oxalacetato e a carboximetil-CoA revela que três de suas 
cadeias laterais ionizáveis estão orientadas adequadamente 
para desempenhar papéis catalíticos: His 274, Asp 375 e His 
320. Os átomos NI nas cadeias laterais de ambas His estabele- 
cem ligações de hidrogênio com dois grupos NH do esqueleto 
da cadeia peptídica, indicando que esses átomos N 1 não estão 
protonados. A participação de His 274, Asp 375 e His 320 foi 
confirmada por estudos cinéticos de enzimas mutantes, pro- 
duzidas por mutagênese direcionada. O seguinte mecanismo 
de três etapas, formulado principalmente por Remington, 
leva em conta essas observações (Fig. 21.19): 

1. O enolato de acetil-CoA é produzido na etapa limitante 
da reação, com a participação catalítica do Asp 375, atuando 
como uma base para remover um próton do grupo metila, 
e da His 274, na sua forma neutra, ligando, pelo H, o oxigê- 
nio enolato (cuja forma carbonila pro tonada é normalmente 
muito mais ácida que a cadeia lateral de uma His neutra). De 
modo muito parecido com o que foi discutido para um pas- 
so semelhante na reação da triose-fosfato-isomerase (Seção 
17.2Eb), o pK da forma protonada do substrato tioéster car- 
bonil oxigênio aumenta para ~-14 com a enolização, que se 
aproxima daquele da His 274 neutra. Desse modo, foi pro- 
posto que essa etapa é facilitada pela formação de uma liga- 
ção de hidrogênio de baixa barreira (a qual, deve-se lembrar, 
é uma forma particularmente forte de interação por ligação 
de hidrogênio, na qual o átomo de hidrogênio é mais ou me- 
nos igualmente compartilhado entre os átomos “doador” e 
“aceptor”; Seção 15.3Dd). No entanto, a formação de fato 
dessa ligação de hidrogênio de baixa barreira é um assunto 
controverso. A presença do tioéster ligado à coenzima A fa- 
cilita a enolização; a enolização do acetato isolado necessita- 
ria da formação de um intermediário muito mais altamente 
carregado e, portanto, menos estável. 

2. A dtril-CoA é formada em uma segunda etapa, em uma 
catálise acidobásica, na qual o enolato da acetil-CoA ataca 
nucleofilicamente o oxalacetato, enquanto a His 320, também 
em sua forma neutra, doa um próton para o grupo carbonila 
do oxalacetato. A citril-CoA permanece ligada à enzima. 

3. A citril-CoA é hidrolisada a citrato e CoA, com a His 
320, agora na forma aniônica, abstraindo um próton da água, 
enquanto ataca o grupo carbonila da citril-CoA, e a forma 
acídica do Asp 375 doando um próton à CoA, enquanto ela 
sai. Essa hidrólise fornece a força termodinâmica de impul- 
são da reação (A G°' = -31,5 kJ • mol ‘). Será visto breve- 
mente por que a reação necessita de uma liberação de ener- 
gia livre tão grande e, aparentemente, com tal desperdício. 
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FIGURA 21.19 Mecanismo e estereoquímica da reação da citra- 
to-sintase. His 274 e His 320 em suas formas neutras e Asp 375 
têm sido implicados em um mecanismo de catálise acidobásica 
geral. A etapa limitante da velocidade da reação global é a forma- 
ção de enolato de acetil-CoA, que pode ser estabilizado por uma 
ligação de hidrogênio de baixa barreira à His 274. O enolato da 
acetil-CoA ataca então nucleofilicamente a face si do carbono da 
carbonila do oxalacetato. O intermediário resultante, (S)-citril- 
-CoA, é hidrolisado, produzindo citrato e CoA. (Segundo princi- 
palmente Remington, S.J., Curr. Opin. Struct. Biol. 2, 732 [1992].) 
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Reações catalisadas por enzimas, como se observou 
anteriormente, são estereoespecíficas. A condensação de 
aldol-Claisen que ocorre aqui envolve ataque do enolato 
da acetil-CoA exclusivamente na face si do átomo de car- 
bono da carbonila do oxalacetato, produzindo assim (5)- 
citril-CoA (a nomenclatura relativa à quiralidade é apre- 
sentada na Seção 4.2C). O grupo acetila da acetil-CoA, 
portanto, forma o grupo carboximetila do citrato na forma 
pro-S apenas. 

B, Aconitase 

A aconitase catalisa a isomerização reversível do citrato e do 
isocitrato, com cis-aconitato como intermediário ( Reação 2 da 
Fig. 21.1). Embora o citrato tenha um plano de simetria e não 
seja, portanto, opticamente ativo, ele é, ainda assim, pró-qui- 
ral; a aconitase pode distinguir entre os grupos carboximetil 
pro-R e pro-S do citrato. 

A combinação de experimentos de cristalografia por 
raios X e mutagênese direcionada, realizados por Helmut 


Beinert e David Stout, identificou diversos resíduos de ami- 
noácidos que participam na catálise. A formação do inter- 
mediário cis-aconitato envolve uma desidratação, na qual a 
Ser 642 alcóxido, atuando como uma base geral, abstrai o 
próton pro-R do C2 do grupo carboximetil pro-R do citra- 
to (Fig. 21.20 , parte superior ). (O O da Ser 642 ocupa uma 
espécie de fenda para oxiânion [Seção 15.3Db], que aparen- 
temente lhe dá estabilidade, pois, de outro modo, sua forma 
alcóxido seria altamente básica. O carbânion formado no 
estado de transição dessa reação não está mostrado.) Essa 
etapa é seguida pela perda do grupo OH em C3, em uma 
eliminação trans de H,0 para formar o intermediário cis- 
-aconitato. A última etapa da reação é facilitada por meio de 
catálise ácida geral pela His 101, cujo grupo imidazol é po- 
larizado por pareamento iônico com a cadeia lateral do Asp 
100. Esse modelo é corroborado por observações de que a 
mutagênese de Asp 100, His 101 ou Ser 642 resulta em uma 
redução da atividade catalítica da aconitase de cerca de 10 ' a 
10 5 vezes, sem afetar notavelmente sua afinidade de ligação 
ao substrato. 
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HGURÂ 21.20 Mecanismo e estereoquímica da reação da aconitase. O Fe a , do grupo [4Fe-4S] da enzima, estabelece uma ligação 
coordenada entre os grupos hidroxila e carboxíla central do citrato; a Arg 580 forma uma ponte salina com o grupo carboxila pro- 
- S ; a Ser 642, em sua forma alcóxido, atua como uma base geral e a His 101 polarizada pelo Asp 100 atua como um ácido geral na 
eliminação de água para formar cis-aconitato. Observar o movimento de ponta-cabeça (flip) de 180°, pouco comum, que aparen- 
temente o cis-aconitato sofre, possivelmente enquanto ainda está ligado ao sítio ativo. Dessa forma, a reidratação ocorre na face 
oposta do substrato, em relação àquela onde ocorreu a desidratação, produzindo assim o (2i?,3S)-isocitrato. 
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A aconitase contém um centro ferro-enxofre [4Fe-4S] 
ligado, que é necessário para a atividade catalítica (as pro- 
priedades dos centros ferro-enxofre são discutidas na Seção 
22.2Ca). Acredita-se que um átomo Fe(II) específico desse 
centro, denominado átomo Fe a , estabeleça uma ligação co- 
ordenada com o grupo OH do substrato, de modo a facilitar 
sua eliminação. Centros ferro-enxofre estão quase sempre 
associados com processos redox, embora, curiosamente, isso 
não ocorra no caso da aconitase. Tem sido postulado que as 
propriedades eletrônicas do centro [4Fe-4S] permitem que 
o átomo Fe a expanda seu número de coordenação de quatro 
ligantes, observados na estrutura por raios X da enzima livre 
(três íons S 2 ” e um íon OH”), para seis ligantes arranjados 
de forma octaédrica, observados no complexo enzima-subs- 
trato. Um único íon metálico, como o Zn 2 ' ou o Cu 2 ", seria 
incapaz de fazê-lo, e assim necessitaria que alguns de seus li- 
gantes fossem deslocados quando da ligação com o substrato. 

O segundo estágio da reação da aconitase é a reidrata- 
ção da ligação dupla do ds-aconitato, formando isocitrato 
(Fig. 21.20 , parte inferior ). A adição não enzimática de H 2 0 à 
ligação dupla do ds-acomtato produziria quatro estereoisô- 
meros. A aconitase, no entanto, catalisa a adição trans este- 
reoespecffica de OH” e H à ligação dupla, formando apenas 
(2i?,35)-isocitrato, na reação para a direita, e citrato, na rea- 
ção reversa. 

Embora o grupo OH do citrato seja perdido para o sol- 
vente na reação da aconitase, o H abstraído é retido pela 
Ser 642. Notavelmente, ele é adicionado em faces opostas da 
ligação dupla do ds-aconitato ao formar o citrato ou o iso- 
citrato. Para a formação de isocitrato, o ds-aconitato deve 
expor uma face diferente para o H” sequestrado. Acredita-se 
que isso ocorra por um movimento de ponta-cabeça iflip) de 
180° do intermediário sobre a superfície da enzima enquanto 
mantém sua associação com a Arg 580, ou então por disso- 
ciação da enzima e substituição por outro ds-aconitato na 
orientação de “ponta-cabeça”. 

a. 0 fluorci trato inibe a aconitase 

O fluo racc tato, uma das moléculas pequenas mais tóxicas co- 
nhecidas (LD 5ü = 0,2 mg • kg” 1 de peso corporal em ratos), é 
encontrado em folhas de certas plantas venenosas na África, 
Austrália e América do Sul. É interessante que o fluorace- 
tato, por si só, apresenta pequeno efeito tóxico sobre as cé- 
lulas; já as células o convertem enzimaticamente, primeiro a 
fluoracetil-CoA, e a seguir a (2Z?,3/?)-2-fluorcitrato, o qual 
inibe especificamente a aconitase (ver Problema 9) : 
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Não está esclarecido, entretanto, se a inibição da aconitase é 
a única responsável pela alta toxicidade do fluorcitrato. Na 
verdade, o fluorcitrato também inibe o transporte de citrato 
através da membrana mitocondrial. 


C. Isocitrato-desidrogenase dependente de NAD 

A isocitrato-desidrogenase catalisa a descarboxilação oxi- 
dativa do isocitrato , dando a-cetoglutarato, e produzindo o 
primeiro CO 2 e o primeiro NADH do ciclo do ácido cítrico 
(Reação 3 da Fig. 21.1 ). 

Tecidos de mamíferos contêm duas isoformas dessa enzi- 
ma. Embora ambas catalisem a mesma reação, uma isoforma 
participa do ciclo do ácido cítrico, localiza-se inteiramente 
na mitocôndria e utiliza NAD” como cofator. A outra iso- 
forma ocorre tanto na mitocôndria quanto no citosol, utiliza 
NADP " como cofator e produz NADPH para utilização em 
reações de redução na biossíntese. 

A isocitrato-desidrogenase dependente de NAD , que 
requer Mn" 2 ou Mg" 2 como cofator, catalisa a oxidação de 
um álcool secundário (isocitrato), produzindo uma cetona 
(oxalossuccinato), seguindo-se a descarboxilação do grupo 
carboxila p para a cetona (Fig. 21.21). Nessa sequência, o 
grupo cetona p ao grupo carboxflico facilita a descarboxila- 
ção, atuando como um sumidouro de elétrons. A oxidação 
ocorre com a redução estereoespecífica do NAD” em sua 
face re (adição no lado A; Seção 13.2Aa). O Mn : 2 estabelece 
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FIGURA 21.21 Possível mecanismo de reação da isocitrato-desidrogenase. O oxalossuccinato é mostrado entre colchetes, pois 
não se dissocia da enzima. 
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uma ligação coordenada com o grupo carbonil recém-forma- 
do de modo a polarizar sua carga eletrônica. 

Embora a formação intermediária do oxalossuccinato 
seja uma possibilidade quimicamente lógica, evidências a 
seu favor têm sido difíceis de obter, pois ele tem uma exis- 
tência apenas transitória nas reações catalisadas pela enzima 
nativa. No entanto, a velocidade de uma reação enzimática 
pode ser reduzida por mutação em determinados resíduos 
cataliticamente importantes, resultando no acúmulo de in- 
termediários específicos. Desse modo, quando, na isocitrato- 
-desidrogenase dependente de NADP + , a Lys 230 que facili- 
ta a descarboxilação do intermediário oxalossuccinato (Fig. 
21.21) é mutada para Met, o intermediário oxalossuccinato 
se acumula. O acúmulo desse intermediário foi visualizado 
diretamente na estrutura por raios X da enzima mutante, ob- 
servada pela utilização de medidas rápidas de intensidade de 
raios X em presença de um fluxo contínuo de substrato. 


isótopos como traçadores. Na ausência de succinil-CoA, a 
enzima do espinafre (que utiliza nucleotídeos da adenina) 
catalisa a transferência do grupo y-fosforil do ATP para o 
ADP. Isso foi detectado marcando o ADP com 14 C e ob- 
servando a marcação aparecer no ATP. Tal reação de tro- 
ca de isótopos (Seção 14.5D) sugere a participação de um 
intermediário fosforil-enzima como mediador na sequên- 
cia de reação: 
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D. oi-Cetoglutarato-desidrogenase 

A cL-cetoglutarato-desidrogenase catalisa a descarboxilação 
oxidativa de um a-cetoácido (a-cetoglutarato), produzindo 
o segundo C0 2 e o segundo NADH do ciclo do ácido cítri- 
co (Reação 4 da Fig. 21.1). A reação global, que assemelha- 
-se quimicamente àquela catalisada pelo CPD (Fig. 21.6), é 
mediada por um complexo multienzimãtico homólogo, con- 
sistindo em a-cetoglutarato-desidrogenase (Elo), di-hidro- 
lipoil-tran succinil ase (E2o) e di-hidrolipoil-desidrogenase 
(E3), no qual as subunidades E3 são idênticas àquelas do 
CPD (Seção 2 1.2 A). 

As reações individuais catalisadas pelo complexo ocor- 
rem por meio de mecanismos idênticos àqueles da reação 
da piruvato-desidrogenase (Seção 21 .2 A), o produto igual- 
mente é um tioéster de “alta energia”, nesse caso succinil- 
-CoA. No entanto, não existem enzimas que produzam 
modificações covalentes no complexo da a-cetoglutarato- 
-desidrogenase. 

E. Succinil-CoA-sintase 

A succinil-CoA-sintase (também denominada succinato- 
- tiocinase ) hidrolisa o composto de “alta energia” succinil - 
-Co A com a síntese acoplada de um nucleosídeo trifosfatado 
de " alta energia” (Reação 5 da Fig. 21.1 ). (Nota: os nomes de 
enzimas podem referir-se à reação no sentido direto ou re- 
verso; nesse caso, succinil-CoA-sintase e succinato -tiocinase 
referem-se à reação no sentido reverso.) GTP é sintetizado 
a partir de GDP + P 8 pela enzima de mamíferos; enzimas 
de plantas e bactérias utilizam ADP + P. para formar ATP. 
Essas reações são, porém, equivalentes, pois ATP e GTP são 
rapidamente interconvertidos pela ação da nucleosídeo- di- 
fosfato-cinase (Seção 16.4C): 

GTP + ADP *=* GDP + ATP A G°' = 0 

a. A energia ligada ao tioéster succinil-CoA é preservada 
pela formação de uma série de fosfatos de “alta energia” 

Como a succinil- Co A-sintase acopla a hidrólise exergônica 
de succinil-CoA (AG°' — -32,6 kJ • mol 1 ) à formação en- 
dergônica de um nucleosídeo trifosfatado (A G°* ~ 30,5 kJ 
• mol -1 )? Essa pergunta foi respondida pelo uso criativo de 


De fato, essa informação levou ao isolamento de um inter- 
mediário fosforil-enzima cineticamente ativo, em que o gru- 
po fosforila está covalentemente ligado na posição N3 de um 
resíduo de His. 

Quando a reação da succinil-Co A-sintase, que é livre- 
mente reversível, funciona no sentido da síntese de succi- 
nil-Co A (oposta ao seu sentido no ciclo do ácido cítrico), 
usando [ iS 0] succinato como substrato, o l8 0 é transferido 
do succinato para o fosfato. Assim evidencia-se que succi- 
nil-fosfato, um anidrido misto de “alta energia”, é formado 
transitoriamente durante a reação. 

Essas observações sugerem a seguinte sequência de três 
etapas para a reação da succinil-CoA-sintase de mamíferos 
(Fig. 21.22): 

1. A succinil-CoA reage com P, para formar succinil-fosfa- 
to e Co A (explicando a reação de troca de iS 0). 

2. O grupo fosforila do succinil-fosfato é transferido para 
um resíduo de Flis da enzima, liberando succinato (explican- 
do o resíduo de 3-fosfo-His). 

3. O grupo fosforila é transferido da enzima para o GDP, 
formando GTP (explicando a reação de troca de nucleosídeo 
difosf atado). 

Pode-se observar como, em cada uma dessas etapas, a ener- 
gia livre de hidrólise do succinil-Co A de “alta energia” é con- 
servada pela formação sucessiva de compostos de “alta ener- 
gia primeiramente o succinil-fosfato, a seguir um resíduo de 
3-fosfo-His e, finalmente, GTP. O processo é semelhante a 
passar uma batata quente de uma pessoa à outra. 

b. Uma pausa para tomada de perspectiva 
Até esse ponto do ciclo, um equivalente acetila foi comple- 
tamente oxidado a dois C0 2 . Dois NADHs e um GTP (em 
equilíbrio com ATP) também foram gerados. Para com- 
pletar o ciclo, o succinato deve ser convertido de volta a 
oxalacetato. Isso é realizado pelas três reações restantes 
do ciclo. 

F. Succinato-desidrogenase 

A succinato-desidrogenase catalisa a desidrogenação estereo- 
específica de succinato a fumar ato (Reação 6 da Fig. 21.1): 
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gia”. (2) Formação de fosforil-His, um intermediário de “alta energia”. (3) Transferência do grupo fosforila para o GDP, formando 
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A enzima é fortemente inibida pelo malonato, um análogo 
estrutural do succinato e um exemplo clássico de inibidor 
competitivo: 
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A succinato-desidrogenase contém um FAD, o aceptor de 
elétrons da reação. Em geral, o FAD funciona bioquimicamen- 
te oxidando alcanos a alcenos, enquanto o NAD oxida álcoois 
a aldeídos ou cetonas. Isso ocorre porque a oxidação de um al- 
cano (como o succinato) a um alceno (como o fumarato) é su- 
ficientemente exergônica para reduzir um FAD a FADH 2 , mas 
não para reduzir um NAD + a NADH. A oxidação de álcoois, 
contudo, pode reduzir NAD + (Tabela 16.4). 

O FAD da succinato-desidrogenase está ligado covalen- 
temente por meio de seu átomo C8a a um resíduo de His da 
enzima (Fig. 21.23). Uma ligação covalente entre FAD e uma 
proteína é incomum; na maioria dos casos, o FAD está ligado 
firmemente, mas de modo não covalente, à enzima à qual esteja 
associado (p. ex., a di-hidrolipoil-desidrogenase; Seção 21.2Ba). 

Como é reoxidado o FADI 1 2 da succinato-desidrogena- 
se? Estando ligado permanentemente à enzima, esse grupo 
prostético não pode funcionar como um metabólito, como 
o NADH. Em vez disso, a succinato-desidrogenase ( também 
conhecida como Complexo II) é reoxidada pela coenzima 
Q, a qual está solúvel na membrana e participa da cadeia de 
transporte de elétrons, um aspecto de sua função que será 
discutido na Seção 22.2C. Isso explica por que a succinato - 
-desidrogenase é a única enzima do ciclo do ácido cítrico que 
está ancorada à membrana mitocondrial interna; todas as 
demais estão dissolvidas na matriz mitocondrial (a anatomia 
mitocondrial é descrita na Seção 22.1A). 


Deve-se lembrar que a inibição da respiração celular pelo 
malonato foi uma das observações que levaram Krebs a pro- 
por a hipótese do ciclo do ácido cítrico (Seção 21.1B). 


G. Fumarase 

A fumarase (fumarato-hidratase) catalisa a hidratação da li- 
gação dupla do fumarato para formar (S)-malato (L-malato) 
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FIGURA 21.23 Ligação covalente do FAD a um resíduo de His da succinato-desidrogenase. 


( Reação 7 da Fig. 21.1). Considerações acerca dos experi- 
mentos que contribuíram para a compreensão do mecanismo 
da fumarase ilustram o papel desempenhado por investiga- 
ções independentes. 

a. Evidências de mecanismos conflitantes: qual a sequência 
na adição de H + e OH - ? 

Experimentos planej ados para estabelecerem se a reação da 
fumarase ocorre por um mecanismo em que há formação de 
um carbânion (adição de OH - primeiro) ou um carbocátion 
(adição de H + primeiro) trouxeram informações contradi- 
tórias (Fig. 21.24). Evidências favorecendo o mecanismo do 
carbocátion foram obtidas pelo estudo da desidratação do 


(iS)-malato (a reação da fumarase no sentido inverso) em 
H 2 lb O. [ ls O]malato aparece no meio da reação mais rapida- 
mente do que apareceria se o 18 0 fosse incorporado pela rea- 
ção reversa a partir do fumarato recém-formado. Isso sugere 
a rápida formação de um carbocátion intermediário em C2, 
a partir do qual OH - pode ser trocado com ls OH~, seguindo- 
-se a lenta remoção do hidrogênio em C3 (Fig. 21.24, rota na 
parte inferior da figura). 

Outras observações, entretanto, indicam que a reação 
ocorre via formação de um carbânion intermediário em C3 
(Fig. 21.24, rota na parte superior da figura). David Porter 
sintetizou 3-mtro-2-(à)-hidroxipropionato, que assemelha-se 
estericamente ao (S^-malato: 
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FIGUFA 21.24 Possíveis mecanismos para a hidratação do 
fumarato, catalisada pela fumarase. 
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O caráter atrativo de elétrons do grupo nitro torna os prótons 
em C3 relativamente ácidos (pK —10). O ânion resultante é 
um análogo do carbânion em C3, postulado para o estado de 
transição da reação da fumarase, mas não do carbocátion em 
C2 do estado de transição (Fig. 21.24; análogos dos estados de 
transição são discutidos na Seção 15.1Fa). Esse ânion é, de fato, 
um excelente inibidor da fumarase: apresenta uma afinidade de 
ligação 11.000 vezes maior pela enzima que o (S)-malato. 
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Se a reação da fumarase ocorre pelo mecanismo do car- 
bânion, como pode ser explicada a rápida troca de OH ? 
Por outro lado, se o mecanismo apresenta o carbocátion, por 
que o ânion nitro é um inibidor tão efetivo? Esse conjunto 
de observações contraditórias torna clara apenas uma coi- 
sa: quando se estudam mecanismos enzimáticos de reação, é 
sempre necessário abordar o problema de diferentes direções. 
Um conjunto de experimentos nunca deve ser tomado como 
uma prova e a interpretação nunca deve ser tomada como um 
fato definitivo. Na verdade, a reinterpretação do experimen- 
to a respeito da troca do ls O é consistente com o mecanismo 
de um carbocátion. Ocorre que a liberação do produto é a 
etapa limitante na determinação da velocidade da ação da 
enzima: 
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atua a lactato -desidrogenase (Seção 17.3A) e a álcool-desi- 
drogenase (Seção 17.3Bc). De fato, comparações por crista- 
lografia por raios X dos domínios de ligação do NAD para 
essas três desidrogenases indicam que elas são notavelmente 
semelhantes, e levaram à proposta de que todos os domínios 
de ligação do NAD tenham evoluído de um ancestral comum 
( Seção 9.3 B). 

O AG°' para a reação da malato -desidrogenase é +29,7 
kJ * mol” 1 ; a concentração do oxalacetato formado, no equi- 
líbrio, é consequentemente muito baixa. Deve-se lembrar, 
no entanto, que a reação catalisada pela citrato -sintase, a 
primeira enzima do ciclo, é altamente exergônica (AG° ' = 
-31,5 kJ • mol 1 ; Seção 21. 3 A), devido à hidrólise da ligação 
tioéster da citril-CoA. Pode-se agora entender a necessida- 
de de um processo que aparentemente é de desperdício. Ele 
permite que a formação de citrato seja exergônica mesmo 
nas baixas concentrações fisiológicas de oxalacetato, levando 
assim ao início de outra volta do ciclo. 

I. Integração do ciclo do ácido cítrico 

a. 0 impacto do ciclo do ácido cítrico sobre a produção de ATP 

A discussão precedente indica que uma volta do ciclo do 
ácido cítrico resulta nas seguintes transformações químicas 
(Fig. 21.1): 


O malato liga-se à fumarase (1), forma um carbânion (2), 
elimina OH” para formar fumarato (3) e rapidamente libe- 
ra OH” da superfície da enzima ( 4 ). A liberação de outros 
produtos ( 5 ) é lenta. 18 OH” pode, portanto, ser trocado com 
OH” para produzir [ 18 0] malato mais rapidamente que a taxa 
geral da reação da fumarase. 

H. Malato-desidrogenase 

A malato-desidrogenase catalisa a reação final do ciclo do 
ácido cítrico, a regeneração de oxalacetato (Reação 8 da Fig. 
21.1). Isso ocorre pela oxidação do grupo hidroxila do (£)- 
malato, produzindo um grupo cetona em uma reação depen- 
dente de NAD + : 
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H II 
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-OOC ^H 


1. Um grupo acetila é oxidado a duas moléculas de C0 2 , um 
processo envolvendo quatro pares de elétrons (embora, como 
será discutido a seguir, não sejam os átomos de carbono do 
grupo acetila que está entrando aqueles que são oxidados). 

2. Três moléculas de NAD h são reduzidas a NADH, mos- 
trando o destino de três dos pares de elétrons. 

3. Uma molécula de FAD é reduzido a FADH 2 , explicando 
o quarto par de elétrons. 

4 . Um grupo fosfato de “alta-energia” é produzido como 
GTP (ou ATP). 

Os oito elétrons abstraídos do grupo acetila no ciclo do 
ácido cítrico passam subsequentemente para a cadeia de 
transporte de elétrons, onde ao final reduzem duas moléculas 
de 0 2 a H 2 0. Os três pares de elétrons doados pelo NADH 
produzem, cada um, —2,5 ATPs via fosforilação oxidativa, 
enquanto o par de elétrons doado pelo FADH 2 produz — 1 ,5 
ATP. Uma volta do ciclo do ácido cítrico, portanto, resulta na 
produção de — 10 ATPs. A cadeia de transporte de elétrons e 
a fosforilação oxidativa são o tema do Capítulo 22. 


(S) -Malato 

A 




H 



O 

II 

C. 

^0~ + NADH 
O 


+ H + 


Oxalacetato 

O íon hidreto liberado pelo álcool nessa reação é trans- 
ferido para a face re do NAD + , a mesma face sobre a qual 


b. Testes isotóplcos da estereoquímica do ciclo do ácido 
cítrico 

As reações do ciclo do ácido cítrico foram confirmadas por 
meio da utilização de experimentos com traçadores radioa- 
tivos, que se tornaram uma possibilidade no final da década 
de 1930 e início da década de 1940. Naquela época, torno u- 
-se possível sintetizar compostos enriquecidos com o isótopo 
estável 13 C (detectável na época por espectroscopia de massa 
e hoje também por RM) ou com o isótopo radioativo U C, 
que tem uma meia-vida de apenas 20 minutos. O 14 C, cuja 
utilização foi iniciada por Samuel Ruben e Martin Kamen no 
final da década de 1940, apresenta, sobre o n C, a vantagem 
de possuir uma meia-vida de 5.715 anos. 

Em um experimento que se tornou referência, [4- n C] 
oxalacetato foi produzido a partir de ll C0 2 e piruvato: 
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Isso ocorreu no ciclo do ácido cítrico de células muscu- 
lares oxidando compostos ativamente. Os intermediários do 
ciclo resultantes foram isolados. A identificação da posição 
marcada no a-cetoglutarato isolado causou sensação. Como 
visto nas Seções 21. 3A e 21.3B, a citrato-sintase e a aconita- 
se catalisam reações estereoespecíficas, nas quais a citrato- 
-sintase pode distinguir entre as duas faces do grupo carbonila 
do oxalacetato e a aconitase pode distinguir entre os grupos 
carboximetil pro-R e pro-S do citrato. No início da década 
de 1940, entretanto, o conceito de pró-quiralidade não havia 
sido estabelecido. Supunha-se que as duas metades do citrato 
fossem indistinguíveis (em sistemas não enzimáticos, esse é, 
com efeito, o caso). Supunha-se, portanto, que a radioativida- 
de, originalmente localizada no C4 do oxalacetato (* na Fig. 
21.1), iria misturar-se na molécula do citrato, de modo que 
seus átomos Cl e C6 seriam igualmente marcados, resultan- 
do em a-cetoglutarato marcado em ambos os átomos, Cl e 
C5. Descobriu-se que apenas Cl, o grupo carboxila a ao grupo 
cetona do a-cetoglutarato, era radioativo (Fig. 21.1). Esse re- 
sultado lançou dúvidas sobre a identidade do produto da con- 
densação de acetil-CoA e oxalacetato. Como este poderia ser 
a molécula de citrato, que é simétrica, em vista de tão “conclu- 
sivos” experimentos de marcação? Esse problema acerca de 
qual ácido tricarboxílico seria o produto original de conden- 
sação no ciclo resultou na mudança do nome de ciclo do ácido 
cítrico (proposto por Krebs) para ciclo do ácido tricarboxílico. 

Em 1948, Alexander Ogston observou que o ácido cítri- 
co, embora simétrico, é pró-quiral e, portanto, pode intera- 
gir assimetricamente com a superfície da aconitase (Seção 
13.2A). Embora o citrato seja hoje aceito como um interme- 
diário do ciclo, ainda persiste a dualidade no nome do ciclo. 

Embora a reação líquida do ciclo seja a oxidação dos 
átomos de carbonos de unidades acetil até C0 2 , o C0 2 per- 
dido em uma dada volta do ciclo é proveniente do esque- 
leto carbonado do oxalacetato. Isso pode ser demonstrado 
seguindo-se o destino do átomo C4 do oxalacetato, marcado 
isotopicamente (* na Fig. 21.1), ao longo do ciclo do ácido 
cítrico. Pode-se observar (Fig. 21.1) que ele é perdido como 
C0 2 na reação da a-cetoglutarato-desidrogenase. 

Experimentos foram executados utilizando [l- 14 C]aceta- 
to, que nas células é convertido em [1- 14 C] acetil-CoA: 
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Seguir a via dessa marcação (t na Fig. 21.1) permite ao leitor 
certificar-se de que a marcação não é perdida como C0 2 . Ela 
se mescla (1/2 f na Fig. 21.1) durante o ciclo, mas não antes 


da formação do succinato, o primeiro intermediário rotacio- 
nalmente simétrico (não pró-quiral) do ciclo. 

J. Evolução do ciclo do ácido cítrico 

O ciclo do ácido cítrico é ubíquo nos organismos aeróbios, 
onde desempenha uma papel central no metabolismo energé- 
tico. No entanto, um ciclo catalítico de oito etapas, como é o 
caso do ciclo do ácido cítrico, não pode ter surgido como um 
todo e deve então ter evoluído a partir de conjuntos mais sim- 
ples de reações enzimáticas. Evidências a respeito das origens 
do ciclo do ácido cítrico podem ser encontradas observando- 
-se o metabolismo de células que se assemelham a formas pri- 
mordiais de vida. Tais organismos surgiram mais de 3 bilhões 
de anos atrás (Seção 1.5), antes que quantidades significati- 
vas de 0 2 atmosférico estivessem disponíveis. Essas células 
provavelmente utilizavam enxofre como agente oxidante fi- 
nal, reduzindo-o a H 2 S. Suas contrapartes modernas são os 
autótrofos anaeróbios (células que sintetizam todos os seus 
componentes a partir de moléculas simples, como H 2 0, C0 2 , 
NH 3 e H 2 S), os quais obtêm sua energia livre por meio de vias 
independentes daquelas que oxidam compostos contendo 
carbono. Esses organismos, portanto, não utilizam o ciclo do 
ácido cítrico para gerar cofatores reduzidos, como o NADH, 
que são subsequentemente oxidados pelo 0 2 . 

A tarefa de divisar as capacidades metabólicas de um 
organismo tem sido facilitada pela bioinformática. Pela com- 
paração das sequências de genomas procarióticos e pela de- 
terminação de funções de vários genes homólogos é possível 
reconstruir suas vias metabólicas centrais. Essa abordagem 
tem sido produtiva, pois os genes que codificam enzimas que 
geram energia livre e os metabólitos mais comuns de uma 
célula são altamente conservados entre diferentes espécies e, 
assim, são reconhecidos com relativa facilidade. 

Muitos procariotos não apresentam o ciclo do ácido cí- 
trico. Esses organismos, no entanto, apresentam genes para 
algumas enzimas do ciclo do ácido cítrico. As últimas três 
reações do ciclo, que levam de succinato a oxalacetato, pare- 
cem ser as mais altamente conservadas. Esse fragmento de via 
constitui um mecanismo para aceitar elétrons liberados duran- 
te a fermentação de açúcares. Por exemplo, a reversão dessa 
via poderia regenerar NAD a partir do NADH produzido na 
reação da gliceraldeído-3-fosfato-desidrogenase, da glicólise. 
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Fumarato 



Succinato 

O succinato resultante poderia, então, ser utilizado como 
ponto de partida para a biossíntese de outros compostos. 

Muitas arqueobactérias possuem uma piruvatorferredoxina- 
-oxidorrcdutase, que converte piruvato em acetil-CoA (porém 
sem produzir NADH), Em uma célula primitiva, os grupos 
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acetila resultantes poderiam ter condensado com oxalacetato 
(pela ação de uma citrato-sintase), originando finalmente uma 
sequência oxidativa de reações que se assemelha às primeiras 
etapas do ciclo do ácido cítrico atual. 

Acetil-CoA 
Oxalacetato 


Citrato 




CL-Cetoglutarato 


O a-cetoglutarato assim produzido pode ser convertido em 
glutamato e outros aminoácidos (Seção 26-5Ab). 

Os ramos redutores e oxidativos do ciclo do ácido cítri- 
co delineados até aqui ocorrem em células bacterianas atuais, 
como células de E. coli que estão crescendo anaerobiamente, 
sugerindo que vias similares podem ter sido usadas para aten- 
der às necessidades metabólicas de células primordiais. A evo- 
lução de um ciclo do ácido cítrico completo, no qual os dois 
ramos são unidos e ocorrem no sentido oxidativo (horário) ne- 
cessitaria de uma enzima como a a-cetoglutarato:ferredoxina- 
-redutase (homóloga da piruvatoderrodoxina-oxidorredutase) 
para unir a-cetoglutarato e succinato. 

É interessante considerar que um ciclo do ácido cítrico 
primitivo, que operasse no sentido reverso (anti-horário), 
forneceria uma via para a incorporação de CO z em moléculas 
biológicas. 


Glicose 



\ 


CO. 


Succinato 



a-cetoglutarato 


Os genes que codificam enzimas que catalisam as etapas 
de tal via foram identificados em diversas bactérias autotró- 
ficas modernas. Essa via redutora, que ocorre em algumas 
espécies de arqueobactérias com profundas raízes filogenéti- 
cas, possivelmente predam a via de fixação de C0 2 usada em 
algumas bactérias fotossintéticas e nos cloroplastos de plan- 
tas verdes (Seção 24.3A). 


4 REGULAÇÃO DO CICLO DO ÁCIDO CÍTRICO 

Nesta seção, considera-se como é regulado o fluxo de meta- 
bólitos pelo ciclo do ácido cítrico. Nas discussões sobre con- 
trole de fluxo metabólico (Seção 17.4), estabeleceu-se que, 
para compreender como uma via metabólica é controlada, 
deve-se identificar a(s) enzima(s) que catalisa(m) a(s) sua(s) 
etapa(s) determinante(s) de velocidade, os efetores in vitro 
dessas enzimas e as concentrações in vivo dessas substâncias. 
Qualquer mecanismo de controle de fluxo que seja propos- 
to deve demonstrar que um aumento ou decréscimo no fluxo 
correlaciona-se com um aumento ou decréscimo na concen- 
tração do efetor proposto. 

a. Citrato-sintase, isocitrato-desidrogenase e 
a-cetoglutarato-desidrogenase são as enzimas 
controladoras da velocidade do cicio do ácido cítrico 
Estabelecer as etapas determinantes da velocidade do ci- 
clo do ácido cítrico é mais difícil que estabelecer o mesmo 
para a glicólise, pois a maior parte dos metabólitos do ciclo 
está presente tanto na mitocôndria quanto no citosol e não 
se sabe sua distribuição entre esses dois compartimentos 
(deve-se lembrar que identificar a[s] etapa[s] limitante[s] 
de uma via requer a determinação do AG de cada uma de 
suas reações a partir das concentrações de seus substratos e 
produtos). No entanto, se for assumido um equilíbrio entre 
os dois compartimentos, pode-se utilizar o conteúdo total 
dessas substâncias na célula para estimar sua concentração 
mitocondrial. A Tabela 21.2 dá as variações de energia livre 
padrão para as oito enzimas do ciclo do ácido cítrico e esti- 
ma as variações fisiológicas de energia livre para as reações 


TABELA 21.2 Variações de energia livre padrão (AG°) e 

variações fisiológicas de energia livre (Ag) 
para as reações do eido do ácido cítrico 


Reaçao 

Enzima 

AG°' 

(kJ * mol -1 ) 

AG 

(kJ • mol -1 ) 

1 

Citrato-sintase 

-31,5 

Negativo 

2 

Aconitase 

~5 

~o 

3 

Isocitrato- 

-desidrogenase 

-21 

Negativo 

4 

Complexo multienzimã- 
tico da a-cetoglutara- 
to - de sidrog enase 

-33 

Negativo 

5 

Succinil-CoA-sintase 

-2,1 

~G 

6 

Succinato- 

-desidrogenase 

+6 


7 

Fumarase 

—3,4 

^0 

8 

M alato-desi drogenase 

+29,7 

~Q 
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FIGURA 21.25 Regulação do delo do áddo cítrico. Este 
diagrama do ciclo do ácido cítrico e da reação da piruvato-desi- 
drogenase indica os pontos de inibição ( octágonos vermelhos ) e 
os intermediários da via que funcionam como inibidores (setas 
vermelhas tracejadas ), ADP e Ca" ( pontos verdes ) são ativado- 
res. Ver Figuras animadas 

no tecido muscular cardíaco e no tecido hepático. Pode-se 
ver que três das enzimas provavelmente funcionam longe do 
equilíbrio em condições fisiológicas (ÁG negativo): a citrato- 
-sintase, a isocitrato-desidrogenase dependente de NAD 1 e 
a a-cetoglutarato-desidrogenase. Portanto, o foco será dado 
à discussão sobre a forma como essas enzimas são reguladas 
(Fig. 21.25). 

b. 0 ciclo do ácido cítrico é regulado príncipalmente pela 
disponibilidade de substrato, inibição por produtos e 
inibição por outros intermediários do ciclo 
No músculo cardíaco, onde o ciclo do ácido cítrico funciona 
principalmente para gerar ATP para utilização na contração 
muscular, as enzimas do ciclo quase sempre atuam como uma 
unidade funcional, com seus fluxos metabólicos proporcio- 
nais à velocidade de consumo de oxigênio pela célula. Uma 
vez que o consumo de oxigênio, a reoxidação do NAD e a 
síntese de ATP estão intimamente acoplados (Seção 22.4), o 
ciclo do ácido cítrico deve ser regulado por mecanismos de re- 
troalimentação que coordenam sua produção de NADH com 
os gastos de energia. Diferentemente das enzimas limitantes 
de velocidade da glicólise e do metabolismo do glicogênio, 
que utilizam elaborados sistemas de controle alostérico, ci- 
clos de substrato e modificações covalentes como mecanis- 
mos de controle de fluxo, as enzimas reguladoras do ciclo 
do ácido cítrico parecem ser controladas quase inteiramente 


de três formas simples: (1) disponibilidade de substrato, (2) 
inibição pelo produto e (3) inibição por retroalimentação 
competitiva por intermediários mais distantes no ciclo. Serão 
encontrados diversos exemplos desses mecanismos diretos 
na discussão que se segue. 

Talvez os reguladores mais cruciais do ciclo do ácido 
cítrico sejam seus substratos, acetil-CoA e oxalacetato, e seu 
produto NADH. Tanto a acetil-CoA quanto o oxalacetato 
estão presentes na mitocôndria em concentrações que não 
são satur antes para a citrato -sintase. O fluxo metabólico 
pela enzima varia, então, com a concentração de substrato 
e está sujeito ao controle pela disponibilidade de substrato. 
A produção de acetil-CoA a partir do piruvato é regulada 
pela atividade da piruvato-desidrogenase (Seção 21. 2C). O 
oxalacetato está em equilíbrio com o malato, sua concentra- 
ção varia com a relação [NADH]/[NAD ! ], de acordo como a 
expressão de equilíbrio 

[oxalacetato] [NADH] 

[malato] [NAD + ] 

Na transição de baixas taxas de trabalho e respiração para 
altas taxas, a [NADH] mitocondrial diminui. O aumento 
consequente na [oxalacetato] estimula a reação da citrato- 
-sintase, que controla a velocidade de formação de citrato. 

A observação de que a [citrato] invariavelmente dimi- 
nui na medida em que a carga de trabalho aumenta indica 
que a velocidade de remoção do citrato aumenta mais que 
sua velocidade de formação. A velocidade de remoção do 
citrato é governada pela isocitrato-desidrogenase depen- 
dente de NAD + (a aconitase funciona próxima ao equi- 
líbrio), a qual é fortemente inibida in vitro pelo NADH 
(inibição pelo produto). A citrato-sintase também é inibi- 
da pelo NADH. Evidentemente, a isocitrato-desidroge- 
nase dependente de NAD T é mais sensível a mudanças na 
[NADH] que a citrato-sintase. 

A diminuição na [citrato] que ocorre na transição de si- 
tuações de pouco trabalho e baixas taxas respiratórias para 
situações de grande trabalho e altas taxas de respiração re- 
sulta em um efeito dominó: 

1. O citrato é um inibidor competitivo do oxalacetato para 
a citrato-sintase (inibição pelo produto); a queda na [citrato] 
causada pelo aumento na atividade da isocitrato-desidroge- 
nase aumenta a velocidade de formação de citrato. 

2. A a-cetoglutarato-desidrogenase é também fortemente 
inibida por seus produtos, NADH e succinil-CoA. Sua ativi- 
dade, portanto, aumenta com o decréscimo da [NADH]. 

3. A succinil-CoA também compete com a acetil-CoA na 
reação da citrato-sintase (retroinibição competitiva). 

Esse sistema entrelaçado serve para manter o ciclo do 
ácido cítrico regulado de forma coordenada. 

c. ADP, ATP e Ca 2 são reguladores alostéricos das enzimas 
do ciclo do ácido cítrico 

Estudos in vitro das enzimas do ciclo do ácido cítrico iden- 
tificaram uns poucos ativadores e inibidores alostéricos. 
Um aumento na carga de trabalho é acompanhado por um 
aumento na [ADP] , resultante do consequente aumento na 
hidrólise do ATP. O ADP atua como ativador alostérico da 
isocitrato-desidrogenase, aumentando seu K M aparente para 
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o isocitrato. O ATP, que aumenta quando o músculo está em 
repouso, inibe essa enzima. 

O Ca 2 ' , entre suas muitas funções biológicas, é também 
um regulador metabólico essencial. Ele estimula a degra- 
dação do glicogênio (Seção 18.3Ce), dispara o processo de 
contração muscular (Seção 35.3Ca) e é mediador de mui- 
tos sinais hormonais como um segundo mensageiro (Seção 
19.4A). O Ca" " também desempenha um papel importante 
na regulação do ciclo do ácido cítrico (Fig. 21.25). Ele ativa 
a piruvato-desidrogenase-fosfatase e inibe a piruvato-desi- 
drogenase-cinase, de modo a ativar o CPD a produzir acetil- 
-CoA (Fig. 21.11b). Além disso, o Ca 2 ativa a isocitrato -de- 
sidrogenase e a a-cetoglutarato-desidrogenase. Assim sendo, 
o mesmo sinal estimula a contração muscular e a produção 
de ATP para fornecer-lhe energia. 

No fígado, o papel do ciclo do ácido cítrico é mais com- 
plexo que no músculo cardíaco. O fígado sintetiza muitas 
substâncias necessárias ao organismo, incluindo glicose, áci- 
dos graxos, colesterol, aminoácidos e porfirinas. Além de 
seu papel no metabolismo energético, as reações do ciclo do 
ácido cítrico desempenham um papel em muitas dessas vias 
biossintéticas. Na próxima seção, será discutida a contribui- 
ção do ciclo do ácido cítrico para esses processos. 

d. As enzimas do ciclo do ácido cítrico estão organizadas em 
um metaboloma? 

Uma eficiência considerável pode ser obtida pela organiza- 
ção das enzimas de uma via metabólica de forma que enzi- 
mas catabolizando etapas sequenciais interajam de modo a 
canalizar os intermediários entre elas. De fato, observa-se 
que isso é o que ocorre com o CPD (Seção 2 1.2 A). As van- 
tagens de tal agrupamento, denominado metaboloma, inclui 
a proteção de intermediários lábeis e o aumento de sua con- 
centração local para uma catálise mais eficiente. Um esforço 
considerável foi utilizado para obter evidências de tais inte- 
rações nas principais vias metabólicas, incluindo a glicólise e 
o ciclo do ácido cítrico. Entretanto, como os intermediários 
do ciclo do ácido cítrico devem estar disponíveis para utiliza- 
ção em outras vias metabólicas, quaisquer complexos entre 
as enzimas do ciclo do ácido cítrico seriam provavelmente 
fracos e, portanto, incapazes de suportar as manipulações la- 
boratoriais necessárias para isolá-los. 

Apesar do exposto, interações específicas foram de- 
monstradas in vivo entre os membros de diversos pares de 
enzimas do ciclo do ácido cítrico, incluindo aqueles entre 
a citrato-sintase e a malato-desidrogenase. Por exemplo, 
Paul Srere isolou o gene de uma citrato-sintase mutante de 
levedura, que ele denominou de “mutante na associação”, 
pois tem atividade enzimática normal in vitro, porém ain- 
da assim causa um deficiência no ciclo do ácido cítrico in 
vivo. Essa mutação ocorre em um segmento da enzima al- 
tamente conservado, de 13 resíduos (Pro 354—Pro 366 em 
levedura), que forma uma alça exposta ao solvente e que 
poderia interagir com outras proteínas. Para investigar me- 
lhor esse fenômeno, Srere construiu um plasmídeo expres- 
sando uma proteína de fusão (Seção 5.5Ga), consistindo no 
tipo selvagem (normal) desse peptídeo da citrato-sintase 
ligado ao terminal carboxila de uma proteína verde fluores- 
cente (PVF; Seção 5.5Gd). Se o peptídeo de fato se liga à 
malato-desidrogenase, a expressão dessa proteína de fusão, 
enzimaticamente inativa, na levedura iria inibir o ciclo do 


ácido cítrico. Isso de fato ocorre, a julgar-se pela capaci- 
dade gravemente prejudicada que essas leveduras têm em 
crescer em meio contendo acetato, um metabólito que pode 
apenas ser metabolizado por meio do ciclo do ácido cítrico. 
Além disso, a substituição do peptídeo da citrato-sintase na 
proteína de fusão por um peptídeo não relacionado apenas 
diminui ligeiramente a taxa de crescimento normal em ace- 
tato, demonstrando que a sequência específica do peptídeo 
da citrato-sintase é a principal causa dessa inibição do cres- 
cimento. Se a diminuição na taxa de crescimento for de fato 
causada pela competição do peptídeo com a citrato-sintase 
por um composto para interagir em um metaboloma, en- 
tão essa inibição deveria ser revertida pela superexpressão, 
seja de citrato-sintase ou de seu parceiro de interação. De 
fato, quando a citrato-sintase ou a malato-desidrogenase 
são superexpressas na levedura que expressa o peptídeo da 
citrato-sintase ligado à proteína de fusão e à PVF, a taxa 
de crescimento em acetato é restaurada. A superexpressão 
da aconitase, entretanto, não compensa essa inibição do 
crescimento. Essas observações apoiam a hipótese de que 
a malato-desidrogenase e a citrato-sintase devem interagir 
para uma função ótima do ciclo do ácido cítrico e identi- 
ficam o sítio de interação para a malato-desidrogenase na 
citrato-sintase como o peptídeo de 13 resíduos de aminoáci- 
dos entre Pro 354-Pro 366. 

e. Uma isocitrato-desidrogenase bacteriana é regulada por 
fosforilação 

A isocitrato-desidrogenase da Escherichia coli é um dímero 
de subunidades idênticas de 416 resíduos, que é inativado por 
fosforilação em sua Ser 113, um resíduo do sítio ativo. Em 
contraste, a maioria das outras enzimas que sabe-se serem 
sujeitas à modificação covalente, por exemplo, a glicogênio- 
-fosforilase (Seção 18.3), é fosforilada em sítios alostéricos. 
No caso da isocitrato-desidrogenase, a fosforilação torna a 
enzima incapaz de ligar-se a seu substrato, o isocitrato. 

Uma comparação entre as estruturas por raios X, deter- 
minadas por Daniel Koshland e Robert Stroud, da isocitra- 
to-desidrogenase isolada, em sua forma fosforilada e com 
o isocitrato ligado, revela apenas pequenas diferenças con- 
formacionais, sugerindo que repulsões eletrostáticas entre 
o isocitrato aniônico e os grupos fosfato da Ser impedem a 
enzima de ligar-se a seu substrato. Evidentemente, a fos- 
forilação pode regular a atividade enzimática por interferir 
diretamente com a ligação do substrato no sítio ativo, assim 
como por induzir uma alteração conformacional de um sítio 
alostérico. 

5 A NATUREZA ANFIBÕLICA DO CICLO DO ÁCIDO 
CÍTRICO 

Normalmente, pensa-se em uma via metabólica sendo ou ca- 
tabólica, com liberação (e conservação) de energia livre, ou 
anabólica, com necessidade de suplementação de energia li- 
vre. O ciclo do ácido cítrico é, naturalmente, catabólico, pois 
envolve degradação e é um sistema importante de conserva- 
ção de energia livre na maior parte dos organismos. Os in- 
termediários do ciclo são necessários apenas em quantidades 
catalíticas para manter a função de degradação desempenha- 
da pelo ciclo. Entretanto, diversas vias biossintéticas utilizam 
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intermediários do ciclo do ácido cítrico como matéria prima 
(anabolismo). O ciclo do áddo cítrico é, portanto, anfibólico 
(tanto catabólico quanto anabólico) . 

Todas as vias biossintéticas que utilizam intermediários 
do ciclo do ácido cítrico também necessitam de energia li- 
vre. Consequentemente, a função catabólica do ciclo não 
pode ser interrompida; os intermediários do ciclo que foram 
removidos devem ser repostos. Embora os aspectos meca- 
nísticos das reações enzimáticas envolvidas nas vias que 
utilizam e repõem intermediários do ciclo do ácido cítrico 
sejam discutidos em capítulos subsequentes, será útil men- 
cionar brevemente essas interconexões metabólicas aqui 
(Fig. 21.26). 

a. Vias que utilizam intermediários do ciclo do ácido cítrico 
Reações que utilizam e, portanto, drenam intermediários do 
ciclo do ácido cítrico são denominadas reações catapleróti- 
cas (esvaziamento; do grego: cata, para baixo, e plerotikos, 
preencher). Essas reações servem não apenas para sintetizar 
produtos importantes, mas também para evitar o aumento 
inapropriado de intermediários do ciclo do ácido cítrico na 
mitocôndria, por exemplo quando é alta a velocidade de que- 
bra de aminoácidos, transformando-os em intermediários do 
ciclo do ácido cítrico (Seção 26.3). Reações catapler óticas 
ocorrem nas seguintes vias: 
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FIGURA 21.26 Funções anfibólicas do ciclo do ácido cítri- 
co. Este diagrama indica as posições nas quais os intermediá- 
rios são drenados catapleroticamente para utilização em vias 
anabólicas (setas vermelhas) e os pontos em que reações ana- 
pleróticas repõem os intermediários exauridos do ciclo (setas 
verdes ). As reações envolvendo transaminação e desaminação 
de aminoácidos são reversíveis, de modo que seus sentidos va- 
riam conforme a demanda metabólica, jfb Ver Figuras animadas 


L A biossíntese de glicose (gliconeogênese; Seção 23.1), 
que ocorre no citosol, utiliza oxalacetato como matéria-pri- 
ma. O oxalacetato não é transportado através da membrana 
mitocondrial, mas o malato é. O malato que foi transportado 
através da membrana mitocondrial é convertido em oxalace- 
tato no citosol, para ser utilizado na gliconeogênese. 

2. A biossíntese de lipídeos, que inclui a biossíntese de áci- 
dos graxos (Seção 25.4) e a biossíntese de colesterol (Seção 
25.6A) é um processo citosólico que necessita de acetil-CoA. 
A acetil-CoA é produzida na mitocôndria e não é transpor- 
tada através da membrana interna da mitocôndria. Assim, a 
acetil-CoA citosólica é produzida pela quebra de citrato, que 
pode cruzar a membrana interna da mitocôndria, em uma 
reação catalisada pela ATP-citrato-liase (Seção 25.4D): 

ATP + citrato + CoA ■ v 

ADP + Pj + oxalacetato + acetil-CoA 

3. A biossíntese de aminoácidos utiliza intermediários do 
ciclo do ácido cítrico de duas maneiras. O a-cetoglutarato é 
convertido em glutamato em uma reação de aminação redu- 
tora, envolvendo NAD ' ou NADP , catalisada pela gluta- 
mato-desidrogenase (Seção 26.1): 

a-cetoglutarato + NAD(P)H + NH + 4 v ■■ 

glutamato + NAD(P) + + H 2 0 

a-Cetoglutarato e oxalacetato são também usados para sin- 
tetizar glutamato e aspartato em reações de transaminação 
(Seção 26.1): 

a-cetoglutarato + alanina > glutamato + piruvato 


e 


Oxalacetato + alanina t— aspartato + piruvato 

4. A biossíntese de porfirinas (Seção 26.4A) utiliza succi- 
nil-CoA como matéria prima. 

5. A oxidação completa de aminoácidos requer que os 

intermediários do ciclo do ácido cítrico nos quais os ami- 
noácidos são transformados durante sua degradação sejam 
convertidos inicialmente em PEP (em uma reação catalisada 
pelo fosfoenolpiruvato-carboxicinase [PEPCK; Seção 23. 1J: 
oxalacetato + GTP ' , PEP + GDP), a seguir a piruvato, 

pela piruvato -cinase (Seção 17.2J), e, finalmente, a acetil- 
-CoA, pela piruvato-desidrogenase (Seção 21.2A). 

b. Reações que repõem intermediários do ciclo do ácido 
cítrico 

Reações que repõem intermediários do ciclo do ácido cítrico 
são denominadas reações anapleróticas (enchimento, do gre- 
go: ana, para cima). A principal reação desse tipo é catalisa- 
da pela piruvato-carboxilase, que produz oxalacetato (Seção 
23. 1 Aa): 

Piruvato + C0 2 + ATP + H 2 0 ^ 

oxalacetato + ADP + P, 

Essa enzima “percebe” a necessidade de mais intermediários 
do ciclo do ácido cítrico por meio de seu ativador, acetil- 
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-Co A. Qualquer decréscimo na velocidade do ciclo, causado 
por quantidade insuficiente de oxalacetato ou de outro in- 
termediário do ciclo, resulta em um aumento nos níveis de 
acetil-CoA, devido à sua sub utilização. Isso ativa a piruva- 
to-carboxilase, que repõe o oxalacetato, aumentando a ve- 
locidade do ciclo. Naturalmente, se o ciclo do ácido cítrico 
for inibido em alguma outra etapa, por alta concentração de 
NADH, por exemplo, um aumento na concentração de oxa- 
lacetato não ativará o ciclo. O excesso de oxalacetato, em vez 
de ser utilizado para acelerar o ciclo, entra em equilíbrio com 
o malato, que é transportado para fora da mitocôndria para 
ser utilizado na gliconeogênese. 

Vias catabólicas que produzem intermediários do ciclo 
do ácido cítrico: 

1. A oxidação de ácidos graxos com número ímpar de car- 
bonos (Seção 25 .2E) leva à produção de succinil-CoA. 


2. A degradação dos amino ácidos isoleucina, metionina e va- 
lina (Seção 26.3E) também leva à produção de succinil-CoA. 

3. A transaminação e a desaminação de aminoácidos levam 
à produção de a-cetoglutarato e oxalacetato. Essas reações 
são reversíveis e, dependendo da demanda metabólica, ser- 
vem para remover ou repor esses intermediários do ciclo do 
ácido cítrico. 

O ciclo do ácido cítrico é verdadeiramente o centro 
do metabolismo (ver Fig. 16.1). Seus produtos reduzidos, 
NADH e FADH 2 , são reoxidados pela cadeia de transporte 
de elétrons ao mesmo tempo em que ocorre a fosforilação 
oxidativa, e a energia livre liberada é acoplada à biossíntese 
de ATP. Intermediários do ciclo do ácido cítrico são utili- 
zados na biossíntese de muitos constituintes celulares vitais. 
Nos próximos capítulos, serão investigadas as inter-relações 
dessas vias em mais detalhes. 


RESUMO DO CAPÍTULO 


1 Visão geral do ciclo O ciclo do ácido cítrico, a via comum do 
metabolismo oxidativo na maioria dos organismos, é mediado por oito 
enzimas que, coletivamente, convertem 1 acetil-CoA a 2 moléculas de 
C0 2 produzindo 3 NADHs, 1 FADH 2 e 1 GTP (ou ATP). Os NADHs 
e o FADHj são oxidados pelo 0 2 na cadeia transportadora de elé- 
trons, com a concomitante síntese de cerca de ~9 outros ATPs, dando 
um total de cerca de 10 ATPs por volta do ciclo do ácido cítrico. 

2 Fontes metabólicas de acetil-coenzima A Piruvato, o produto 
final da glicólise em condições aeróbias, é convertido em acetil-CoA 
pelo complexo multienzimático da piruvato-desidrogenase (CPD), 
um aglomerado cúbico ou dodecaédrico de três enzimas: piruvato-de- 
sidrogenase (El), di-hidrolipoil-transacetilase (E2) e di-hidrolipoil- 
-desidrogenase (E3). A sub unidade piruvato-desidrogenase catalisa 
a conversão de piruvato em 0O 2 mais um intermediário hidroxietil- 
-TPP. Este último é conduzido para a di-hidrolipoil-transacetilase, 
que oxida o grupo hidroxietil dando acetato e o transfere para a co- 
enzima A, produzindo acetil-CoA. O grupo prostético lipoamida, que 
é reduzido para sua forma di-hidro nesse processo, é reoxidado pela 
di-hidrolipoil-desidrogenase, em uma reação que envolve o FAD li- 
gado e que reduz o NAD a NADH. A di-hidrolipoil transacetilase 
é inativada pela formação de um aduto covalente entre a lipoamida 
e compostos As (III). Os dois sítios ativos da piruvato-desidrogenase 
são conectados por meio de um túnel rico em grupos ácidos, atra- 
vés do qual os dois sítios ativos fornecem e abstraem prótons al- 
ternadamente um do outro, mantendo suas reações fora de fase. A 
di-hidrolipoil-desidrogenase, que assemelha-se bastante à glutationa- 
-redutase, catalisa uma reação em dois estágios. No primeiro estágio, 
a di-hidrolipoamida reduz o grupo dissulfeto com atividade redox da 
enzima, dando o primeiro produto da reação, a lipoamida. No segun- 
do estágio, o NAD reoxida a enzima reduzida, processo mediado 
pelo grupo prostético da enzima, o FAD, fechando assim o ciclo ca- 
talítico e produzindo o segundo produto da enzima, o NADH. A ati- 
vidade do complexo da piruvato-desidrogenase varia com as relações 
[NADH]/[NAD"J e [acetil-CoA]/[CoA], Em eucariotos, a subunida- 
de da piruvato-desidrogenase é também inativada por fosforilação de 
um resíduo específico de Ser e é reativada pela remoção do fosfato. 
Essas modificações são mediadas, respectivamente, pela piruvato-de- 
sidrogenase-cinase e pela piruvato-desidrogenase-fosfatase, que são 
componentes do complexo multienzimático e respondem aos níveis 
de intermediários metabólicos como o NADH e a acetil-CoA. 


3 Enzimas do ciclo do ácido cítrico O citrato é formado pela 
condensação de acetil-CoA e oxalacetato pela citrato -sintase. O 
citrato é desidratado dando dí-aconitato e, a seguir, reidr atado 
em isoci trato, em uma reação estereoespecífica catalisada pela 
aconitase. Essa enzima é inibida especificamente por (2R,3R)- 
2-fluorcitrato, que é sintetizado de forma enzimática a partir do 
fluor acetato e do oxalacetato. O isocitrato é descarboxilado oxi- 
dativamente pela isocitrato-desidrogenase, dando a-cetoglutarato, 
NADH e C0 2 . O a-cetoglutarato, por sua vez, é descarboxilado 
oxidativamente pela a-cetoglutarato-desidrogenase, um complexo 
multienzimático homólogo ao CPD. Essa reação produz o segundo 
NADH e o segundo CÜ 2 . A succinil-CoA resultante é convertida 
em succinato, com produção de GTP (ATP em plantas e bacté- 
rias), pela succinil-CoA-sintase. O succinato é desidrogenado este- 
reoespecificamente pela succinato-desidrogenase dando fumarato, 
uma reação que produz FADH 2 . As duas reações finais do ciclo 
do ácido cítrico, que são catalisadas pela fumarase e pela malato- 
-desidrogenase, por sua vez, hidratam o fumarato a (S)-malato e 
oxidam esse álcool à sua cetona correspondente, o oxalacetato, 
com produção concomitante do terceiro e último NADH dessa via. 
O ciclo do ácido cítrico parece ter evoluído pela junção de reações 
enzimáticas que, originalmente, desempenhavam outras funções 
metabólicas. 

4 Regulação do ciclo do ácido cítrico As enzimas do ciclo do 
ácido cítrico atuam como uma unidade funcional que mantém o 
passo com as necessidades metabólicas da célula. As enzimas con- 
troladoras do fluxo parecem ser a citrato-sintase, a isocitrato-desi- 
drogenase e a a-cetoglutarato-desidrogenase. Suas atividades são 
controladas pela disponibilidade de substrato, por inibição pelo pro- 
duto, inibição por intermediários do ciclo e ativação por Ca. As 
enzimas do ciclo do ácido cítrico podem estar organizadas, in vivo, 
em um metaboloma para condução dos produtos de uma enzima 
para a próxima enzima no ciclo. 

5 A natureza anfi bélica cto ciclo de ácido cítrico Diversas vias 
anabólicas utilizam catapler oticamente intermediários do ciclo 
do ácido cítrico como matéria-prima. Essas substâncias essenciais 
são repostas por reações anapl eróticas, das quais a principal é a 
síntese de oxalacetato a partir de piruvato e C0 2 pela piruvato- 
-carboxilase. 
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PROBLEMAS 


1. Siga o caminho da marcação radioativa da [2- CJglicose du- 
rante a glicólise e o ciclo do ácido cítrico. Em que ponto (s), no ciclo, 
a radioatividade será liberada na forma de ; 'CÜ 2 ? Quantas voltas do 
ciclo serão necessárias para a conversão completa da radioatividade 
em C0 2 ? Repita esse problema para piruvato marcado com 4 C em 
seu grupo metila. 

2. A reação da glutationa-redutase com um excesso de NADPH 
produz, na presença de arsenito, uma forma reduzida não fisiológica 
da enzima, com 4 elétrons. Qual a natureza química dessa espécie 
catalitic amente inativa? 

3. A di-hidrolipoil-desidrogenase reduzida com dois elétrons 
(EH,), mas não a enzima oxidada (E), reage com iodoacetato 
(ICHjCOÜ ) dando uma enzima inativa. Explique. 

4. Dada a informação a seguir, calcule o AG fisiológico da reação 
da isocitrato-desidrogenase a 25°C e pH 7,0: [NAD ]/[NADH] = 
8; [a-cetoglutarato] = 0,1 mM; [isocitrato] = 0,02 m M; considere 
condições-padrão para o CO, (AG°' é dado na Tabela 21.2). Seria 
esta reação um sítio provável para controle metabólico? Explique. 

5. A oxidação de acetiTCoA dando duas moléculas de C0 2 en- 
volve a transferência de quatro pares de elétrons para coenzimas 
redox. Em quais das reações do ciclo ocorrem essas transferências? 
Identifique a coenzima redox em cada caso. Para cada reação, dese- 
nhe as fórmulas estruturais dos reagentes, intermediários e produtos 
e mostre, utilizando setas curvas, como os elétrons são transferidos. 

6. Tem sido proposto que a reação da citrato -sintase ocorra por 
meio da produção de uma forma enol(ato) da acetiTCoA. Como, 
então, você explicaria a observação de que 3 H não é incorporado na 
acetil-CoA quando a acetiTCoA é incubada com citrato-sintase em 
um meio de 3 H 2 0? 

7. O malonato é um inibidor competitivo do succinato na reação 
da succinato -desidrogenase. (a) Faça um esboço dos gráficos que 
seriam obtidos ao colocar-se l/v versus l/[succinato] em três con- 
centrações diferentes de malonato. Marque as linhas para baixas, 
médias ou altas [malonato]. (b) Explique por que o aumento da con- 
centração de oxalacetato em uma célula pode compensar a inibição 
pelo malonato. 


8. Krebs descobriu que a inibição do ciclo do ácido cítrico pelo 
malonato poderia ser contornada aumentando-se a concentração de 
oxalacetato. Explique o mecanismo desse processo utilizando seus 
achados no Problema 7. 

*9, (2/?,3/?)-2-Fluorcitrato contém F no braço pro-S carboxime- 
til do citrato (observe que as regras para a nomenclatura orgâni- 
ca requerem que o átomo C2 no citrato [Fig. 21.20] seja numerado 
como C4 no [2i?,3/?]-2-fluorcitrato). Esse composto, mas não seu 
diastereoisômero, é um potente inibidor da aconitase. (a) Desenhe 
o caminho da reação catalisada pela aconitase para o (2R,3R)-2- 
üuorcitrato, presumindo-se que siga o mesmo caminho que o citrato 
(Fig. 21.20). (b) A aconitase, na verdade, não catalisa a reação cita- 
da com o (2R,3/£)-2-fluorcitrato, mas sim produz o seguinte inibidor 
firmemente ligado: 




Desenhe uma reação alternativa catalisada pela aconitase, que pro- 
duziria esse inibidor, (c) Desenhe a reação catalisada pela aconitase 
para o (25,3/i) -3-fluorcitrato, o diastereoisômero do (2R,3R)-2- 
fluorcitrato (fluorcitrato contendo F no braço pro-R carboximetil 
do citrato; aqui o esquema de numeração dos átomos é o mesmo 
que o da Fig. 21.20). Seria formado um inibidor com alta capacidade 
de ligação? 

10 . Qual dos seguintes metabólitos sofre oxidação pelo ciclo do 
ácido cítrico: (a) a-cetoglutarato, (b) succinato, (c) citrato e (d) ace- 
til-CoA? 

11. Embora não haj a síntese líquida de intermediários pelo ciclo 
do ácido cítrico, os intermediários do ciclo são utilizados em rea- 
ções biossintéticas, como a síntese de porfirinas a partir de succinil- 
-CoA. Escreva uma reação para a síntese de succinil-CoA a partir 
de piruvato. 
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12 . Oxalacetato e a-cetoglutarato são precursores dos aminoáci- 
dos aspartato e glutamato, além de serem intermediários catalíticos 
no ciclo do ácido cítrico. Descreva a síntese de a-cetoglutarato a 
partir de pimvato, em que não há depleção de intermediários do 
ciclo do ácido cítrico. 

13. O ácido lipoico apresenta-se ligado a enzimas que catalisam 
a descarboxilação oxidativa de a-ce to ácidos, (a) Qual o tipo de li- 
gação química do ácido lipóico às enzimas? (b) Usando estruturas 
químicas, mostre como o ácido lipoico participa na descarboxilação 
oxidativa de a-cetoácidos. 

14. O antile visita britânico (BAL, sigla para british anti-lewisite), 
que foi desenhado para contrabalançar os efeitos do gás de arsênico 
levisif a, utilizado na guerra química, é útil no tratamento de envene- 
namento por arsênico. Explique. 

CHq — SH 

i 

CH SH Cl — CH= CH — AsC1 2 

CH 2 — OH 

Antilevisita Levisita 

britânico (BAL) 


15 . Os primeiros organismos na Terra podem ter sido quimíoautó- 
trofos, nos quais o ciclo do ácido cítrico operava de forma reversa, 
para “fixar” CO, atmosférico em compostos orgânicos. Complete 
um ciclo catalítico que inicia com a reação global hipotética succina- 
to -f 2 C0 2 — » citrato. 

18. Por que é vantajoso que o citrato, o produto da Reação 1 do 
ciclo do ácido cítrico, iniba a fosfofrutocinase, que catalisa a terceira 
reação da glicólise? 

17. Reações anapleróticas permitem que o ciclo do ácido cítrico 
forneça intermediários para vias biossintéticas, ao mesmo tempo 
em que são mantidos níveis adequados de intermediários do ciclo. 
Escreva a equação para a síntese de citrato a partir de pimvato. 

18. Muitos aminoácidos são degradados com produção de inter- 
mediários do ciclo do ácido cítrico, (a) Por que esses “remanescen- 
tes” de aminoácidos não podem ser oxidados diretamente a C0 2 
pelo ciclo do ácido cítrico? (b) Explique por que os aminoácidos que 
são degradados a piruvato podem ser completamente oxidados pelo 
ciclo do ácido cítrico. 


Transporte de Elétrons e 
Fosforilação Oxidativa 



CAPÍTULO 22 


1 A mitocôndria 

A. Anatomia mitocondrial 

B. Sistemas de transporte mitocondriais 

2 Transporte de elétrons 

A. Termodinâmica do transporte de elétrons 

B. A sequência do transporte de elétrons 

C. Componentes da cadeia transportadora de elétrons 

3 Fosforilação oxidativa 

A. Hipótese do acoplamento energético 

B. Produção do gradiente de prótons 

C. Mecanismo da síntese de ATP 

D. Desacopla mento da fosforilação oxidativa 

4 Controle da produção de ATP 

A. Controle da fosforilação oxidativa 

B. Controle coordenado da produção de ATP 

C. implicações fisiológicas do metabolismo aeróbio versus 
metabolismo anaeróbio 


Em 1789, Armand Séguin e Antoine Lavoisier (o pai da quí- 
mica moderna) escreveram: 

... em geral, a respiração nada é além de uma lenta 
combustão de carbono e hidrogênio , inteiramente 
semelhante àquela que ocorre em um lampião ou em uma 
vela acesos e, deste ponto de vista, animais que respiram são 
verdadeiros corpos capazes de combustão, que queimam e 
se consomem. 

Lavoisier havia, nessa época, demonstrado que animais vi- 
vos consomem oxigênio e produzem dióxido de carbono. 
Entretanto, foi apenas no início do século XX, com o avanço 
da enzimologia, que foi estabelecido, principalmente pelo 
trabalho de Otto Warburg, que as oxidações biológicas são 
catalisadas por enzimas intracelulares. Como foi visto, a gli- 
cose é completamente oxidada a C0 2 por meio de reações 
enzimáticas da glicólise e do ciclo do ácido cítrico. Neste ca- 
pítulo, será examinado o destino dos elétrons que são remo- 
vidos da gücose por esse processo oxida ti vo. 

A oxidação completa da glicose pelo oxigênio molecular 
é descrita pela seguinte equação redox: 

C 6 H 12 0 6 + 60 2 * 6C0 2 + 6H 2 0 

AG of = -2.823 kJ- mol -1 

Para ver mais claramente a transferência de elétrons, parte- 
-se equação em duas semirreações. Na primeira semirreação, 
os átomos de carbono da glicose são oxidados: 


C 6 H 12 O e + 6H 2 0 > 6C0 2 + 24H + + 24e“ 

e, na segunda, o oxigênio molecular é reduzido: 

60 2 + 24H f + 24e“ » 12H 2 Q 

Nos sistemas vivos, o processo de transferência de elétrons 
que conecta essas semirreações ocorre por meio de uma via 
com múltiplas etapas, que recolhe a energia livre liberada 
para formar ATP. 

Os doze pares de elétrons envolvidos na oxidação da gli- 
cose não são transferidos diretamente para o 0 2 . Em vez dis- 
so, como visto, são transferidos às coenzimas NAD e FAD 
para formar 10 NADH e 2 FADH 2 (Fig. 22.1), nas reações 
catalisadas pela enzima glicolítica gliceraldeído-3-fosfato- 
-desidrogenase (Seção 17.2F), pela piruvato-desidrogena- 
se (Seção 21 .2 A) e pelas enzimas do ciclo do ácido cítrico 
isocitrato-desidrogenase, a-cetoglutarato-desidrogenase, 
succinato-desidrogenase (a única redução de um FAD) e 
malato-desidrogenase (Seção 21.3). Os elétrons passam então 
por uma cadeia de transporte de elétrons (alternativamente, 
a cadeia respiratória ) onde, pela reoxidação do NADH e do 
FADHj, participam da oxidação-redução sequencial de mais 
de dez centros redox, antes de reduzirem o 0 2 a H 2 0. Nesse 
processo, prótons são expelidos da mitocôndria. A energia li- 
vre armazenada no gradiente de pH resultante impulsiona a 
síntese de ATP a partir de ADP e P p por meio da fosforilação 
oxidativa. A reoxidação de cada NADH resulta na síntese 
de —2,5 ATPs e a reoxidação do FADH 2 fornece —1,5 ATP, 
com um total de —32 ATPs para cada glicose oxidada com- 
pletamente a 0O 2 e H 2 0 (incluindo os 2 ATPs produzidos na 
glicólise e os 2 ATPs produzidos no ciclo do ácido cítrico). 

Neste capítulo, serão estudados os mecanismos do trans- 
porte de elétrons e da fosforilação oxidativa e sua regulação. 
Inicia-se com uma discussão sobre a estrutura mitocondrial e 
seus sistemas de transporte. 

1 A MITOCÔNDRIA 

A mitocôndria (Seção 1.2 Ac) ê o sítio do metabolismo oxidati- 
vo em eucariotos. Ela contém, como demonstrado por Albert 
Lehninger e Eugene Kennedy em 1948, as enzimas que fazem 
a mediação desse processo, incluindo a piruvato-desidrogena- 
se e as enzimas do ciclo do ácido cítrico, as enzimas que cata- 
lisam a oxidação dos ácidos graxos (Seção 25 .2C) e as enzimas 
e proteínas redox envolvidas no transporte de elétrons e na 
fosforilação oxidativa. É, portanto, por boas razões que a mi- 
tocôndria é descrita como a “casa de força” da célula. 
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FIGURA 22.1 Os sítios de transferência de elétrons que pro- 
duzem NADH e FADH 2 na glicólise e no delo do áddo cítrico. 


A. A anatomia mitocondrial 

As mitocôndrias apresentam considerável variação quanto 
ao tamanho e à forma, dependendo da fonte de onde são 
obtidas e de seu estado metabólico. São geralmente elip- 
soides, com —0,5 p,m de diâmetro e 1 jxm de comprimento 
(aproximadamente o tamanho de uma bactéria; Fig. 22.2). 
A mitocôndria apresenta-se envolvida por uma membrana 
externa Usa e contém uma membrana interna com grande 
número de invaginações. O número de invaginações, deno- 
minadas cristas, varia com a atividade respiratória de deter- 
minado tipo de célula. Isso ocorre porque as proteínas que 
fazem a mediação do transporte de elétrons e a fosforilação 
oxidativa estão ligadas à membrana mitocondrial interna, 
de modo que a taxa respiratória varia com a área da su- 
perfície da membrana. O fígado, por exemplo, que apre- 
senta uma taxa respiratória relativamente baixa, contém 


mitocôndrias com relativamente poucas cristas, enquanto 
aquelas do músculo cardíaco contêm muitas cristas. Ainda 
assim, a área total das membranas mitocondriais internas 
em uma célula hepática é —15 vezes maior que aquela de 
sua membrana plasmática. 

O compartimento mitocondrial interno, denominado 
matriz, consiste em uma substância semelhante a um gel com 
menos de 50% de água, e contém concentrações notavel- 
mente altas de enzimas solúveis envolvidas no metabolismo 
oxidativo (p. ex., enzimas do ciclo do ácido cítrico), assim 
como substratos, nucleotídeos que atuam como cof atores e 
íons inorgânicos. A matriz também contém a maquinaria ge- 
nética da mitocôndria - DNA, RN A e ribossomos que nos 
mamíferos expressa apenas 13 das proteínas da membrana 
mitocondrial interna, j untamente com 22 tRNA e dois RNA 
ribossomais. 

a. A membrana mitocondrial interna e as cristas 
compartimentalizam funções metabólicas 
A membrana mitocondrial externa contém porina, uma pro- 
teína que forma poros não específicos, que permitem a difu- 
são livre de moléculas de até 10 kDa (as estruturas por raios 
X de porinas de bactérias são discutidas nas Seções 12.3Ad e 
20.2D). A membrana interna, cuja massa é constituída —75% 
por proteínas, é consideravelmente mais rica em proteínas 
que a membrana externa (Fig. 22.3). Ela é livremente per- 
meável apenas a 0 2 , C0 2 e 11,0 e contém, além das proteínas 
da cadeia respiratória, numerosas proteínas de transporte 
que controlam a passagem de metabólitos como ATP, ADP, 
piruvato, Ca"' e fosfato (ver a seguir). Essa impermeabilida- 
de controlada da membrana mitocondrial interna à maioria 
dos íons, metabólitos e compostos de baixa massa molecular 
permite a geração de gradientes iônicos por esta barreira e re- 
sulta na compartimentalização de funções metabólicas entre o 
citosol e a mitocôndria. 

Micrografias eletrônicas bidimensionais da mitocôn- 
dria, como a apresentada na Fig. 22.2 a, sugerem que as cris- 
tas assemelham- se a septos, e que os espaços intercristas 
comunicam-se livremente com o espaço intermembranas da 
mitocôndria, como está implícito na Fig. 22.2 b. Entretanto, 
métodos de reconstrução de imagens tridimensionais com 
base em microscopia eletrônica têm mostrado que as cris- 
tas podem variar em sua forma, de entidades tubulares sim- 
ples a conjuntos lamelares mais complicados, que se fundem 
com a membrana interna por meio de estruturas tubulares 
estreitas (Fig. 22.4). Evidentemente, as cristas formam mi- 
crocompartimentos que restringem a difusão de substratos 
e íons entre os espaços intercristas e intermembranas. Isso 
possui importantes implicações funcionais, pois resultaria 
em um maior gradiente de pH local, entre os dois lados das 
membranas das cristas, comparado com o gradiente da parte 
da membrana interna que não apresenta cristas, influencian- 
do assim significativamente a taxa de fosforilação oxidativa 
(Seção 22.3). 

B. Sistemas de transporte mitocondriais 

A membrana mitocondrial interna é impermeável à maior 
parte das substâncias hidrofflicas. Ela deve, portanto, conter 
sistemas transportadores específicos que permitam os pro- 
cessos listados a seguir: 



Bioquímica 825 




Membrana 

externa 

Membrana 

interna 


Cristas 
Matriz 



Espaço intermembranas 

Retículo endopl asmático rugoso 

(b) 


FIGURA 22.2 A mitocôndria. (a) Micrografia eletrônica de uma mitocôndria animal. (K.R. Porter/Photo Researchers, Inc.) (b) 
Diagrama de um corte de mitocôndria. 


1. O NADH citosólico produzido durante a glicólise deve 
obter acesso à cadeia transportadora de elétrons para oxida- 
ção aeróbia. 

2. Metabólitos produzidos na mitocôndria, tais como oxa- 
lacetato e acetil-CoA, precursores para a biossíntese citosó- 


lica de glicose e de ácidos graxos, respectivamente, devem 
alcançar seus destinos metabólicos. 

3. O ATP produzido na mitocôndria deve alcançar o cito- 
sol, onde ocorre a maior parte das reações de utilização do 
ATP, enquanto ADP e P /5 substratos para a fosforilação oxi- 
dativa, devem entrar na mitocôndria. 
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FIGURA 22.3 Micrografias eletrônicas com criofratura e ata- 
que por congelamento ifreeze-etch ) das membranas mitocon- 
driais interna e externa. A membrana mitocondrial interna tem 
inserido um número de partículas cerca de duas vezes maior 
que a membrana externa. (Cortesia de Lester Packer, Universi- 
ty of Califórnia em Berkeley, EUA.) 



FIGURA 22.4 Imagem tridimensional de mitocôndria de 
fígado de rato reconstituída com base em microscopia eletrô- 
nica. A membrana externa (ME) está em vermelho, a mem- 
brana interna (MI) é apresentada em amarelo e as cristas (C) 
em verde. A cabeça de seta aponta para regiões tubulares das 
cristas, que as conectam à membrana interna e uma à outra. 
(Cortesia de Carmen Mannella, Wadsworth Center, Albany, 
Nova York, EUA.) 
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Jã foram estudadas a translocação ADP-ATP e sua de- 
pendência do a diferença de potencial elétrico da mem- 
brana mitocondrial (Seção 20. 4C). Os mecanismos para a 
exportação de oxalacetato e acetil-CoA da mitocôndria são 
discutidos nas Seções 23.1 Ag e 25. 4D, respectivamente. No 
restante desta seção» serão examinados os sistemas de trans- 
porte mitocondrial de P, e Ca 2+ e os sistemas de lançadeiras 
de elétrons do NADH. 

a. Transporte do P, 

O ATP é produzido a partir de ADP e P. na mitocôndria, po- 
rém é utilizado no citosol. O P, produzido volta para a mito- 
côndria pelo transportador de fosfato, um sistema de simporte 
P ; -H + eletricamente neutro, acionado pelo ApH. O próton 
que acompanha o fosfato para dentro da mitocôndria foi, na 
verdade, expelido previamente da mitocôndria pelas bombas 
ativadas por reações redox da cadeia de transporte de elétrons 
(Seção 22.3B). O gradiente de potencial eletroquímico produ- 
zido por essas bombas de prótons é, portanto, responsável pela 
manutenção de altas concentrações mitocondriais de ADP e P ; , 
além de fornecer a energia livre para a síntese de ATP. 

b. Transporte de Ca 2 1 

Uma vez que o Ca 2+ , assim como o AMP cíclico (AMPc), 
funciona como um segundo mensageiro (Seção 18.3Ce), 
suas concentrações nos vários compartimentos celulares 
devem ser controladas com precisão. A mitocôndria, o re- 
tículo endoplasm ático e os espaços extracelulares atuam 
como tanques reservatórios de Ca 2 ' . Foram estudadas as 
Ca 2+ -ATPases da membrana plasmática, do retículo en- 
doplasmático e do retículo sarcoplasmático na Seção 20.3B. 
Aqui, são considerados os sistemas mitocondriais de trans- 
porte para o Ca 2+ . 

Sistemas da membrana mitocondrial interna fazem a me- 
diação separadamente de influxo e efluxo de Ca 2 (Fig. 22.5). 
O influxo de Ca 3 é impulsionado pelo potencial de membra- 
na (A^P, lado interno negativo) da membrana mitocondrial 
interna, que atrai íons carregados positivamente. A veloci- 
dade de influxo varia com [Ca 2 ] externa, pois o K w para o 
transporte de Ca 2 ~ por esse sistema é maior que a concentra- 
ção citosólica de Ca 2+ . 

Nas mitocôndrias de coração, encéfalo e músculo esque- 
lético, especialmente, o efluxo de Ca 2 é mantido indepen- 
dentemente pelo gradiente de Na 1 da membrana mitocon- 
drial interna. O Ca sai da matriz apenas quando trocado por 
Na ' , portanto esse é um sistema de antiporte. Esse processo 
de troca normalmente opera em sua velocidade máxima. A 
mitocôndria (assim como os retículos endoplasmático e sarco- 
plasmático) pode, portanto, atuar como um “tampão” para o 
Ca 2 citosólico (Fig. 22.6): se [Ca 2 ] citosólica aumenta, a ve- 
locidade do influxo mitocondrial de Ca 2 ' aumenta, enquanto 
a velocidade do efluxo de Ca 2 r permanece constante, fazendo 
com que a [Ca 2 ] mitocondrial aumente, enquanto a [Ca 2 "] ci- 
tosólica diminui para seu nível original (seu ponto de ajuste). 
Já uma diminuição na [Ca 2+ ] citosólica reduz a velocidade do 
influxo, causando efluxo líquido de | Ca 2 ] e um aumento da 
[Ca 2+ ] citosólica, de volta ao ponto de ajuste. 

A oxidação realizada pelo ciclo do ácido cítrico na ma- 
triz mitocondrial é controlada pela [Ca 2 1 ] na matriz (Seção 
21.4c), Por conseguinte, é interessante observar que, em 



2 L 

FISURA 22.5 Os dois sistemas de transporte de Ca mitocon- 
d riais. O sistema 1 faz a mediação do influxo de Ca 2 para a matriz 
em resposta ao potencial de membrana (negativo do lado de den- 
tro). O sistema 2 faz a mediação do efluxo de Ca 2 ’ , trocado por Na 


resposta a aumentos na [Ca ] citosólica, causados por au- 
mento na atividade muscular, a [Ca ] na matriz aumenta, 
ativando assim as enzimas do ciclo do ácido cítrico. Isso leva 
a um aumento na [NADH], cuja reoxidação pela fosforilação 
oxidativa (como estudado neste capítulo) produz o ATP ne- 
cessário para essa atividade muscular aumentada. 



0,5 


1,0 

Concentração citosólica de Ca 2+ (^iM) 


2,0 


FIGURA 22.6 A regulação da [Ca 2+ ] citosólica. A via de eflu- 
xo opera a uma velocidade constante, independente da [Ca 2 ’ ], 
enquanto a atividade da via de influxo varia com a [Ca 2 ]. No 
ponto de equilíbrio, as atividades das duas vias são iguais e 
não há fluxo líquido de Ca 2 . Um aumento na [Ca“ ] citosólica 
resulta em influxo líquido mitocondrial e um decréscimo na 
[Ca z ] citosólica resulta em efluxo líquido mitocondrial. Ambos 
os efeitos levam à restauração da [Ca‘ 1 ] citosólica. (Segundo 
Nicholls, D., Trends Biochem. Sei. 6, 37 [1981].) 
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c. Sistemas citoplasmáticos de lançadeiras de elétrons 
“transportam” NADH através da membrana mitocondrial 
Interna 

Embora a maior parte do NADH produzido pela oxidação da 
glicose sej a formada na matriz mitocondrial, via ciclo do áci- 
do cítrico, aquela produzida pela glicólise ocorre no citosol. 
Apesar disso, a membrana mitocondrial interna não apresenta 
uma proteína transportadora para o NADH. Apenas os elé- 
trons do NADH citosólico são transportados para dentro da mi- 
tocôndria, por meio de um entre uma série de engenhosos siste- 
mas de “lançadeiras”. Na lançadeira do malato-aspartato (Fig. 
22.7), que funciona no coração, fígado e rim, o NAD” mitocon- 
drial é reduzido pelo NADH citosólico por meio da redução 
intermediária do oxalacetato, com sua subsequente regenera- 
ção. Esse processo ocorre em duas fases, de três reações cada: 

Fase A (transporte dos elétrons para dentro da matriz) 

1. No citosol, o NADH reduz o oxalacetato para produzir 
NAD e malato, em uma reação catalisada pela malato-desi- 
drogenase citosólica. 

2. O transportador de malato-a-cetoglutarato transporta o 
malato do citosol para a matriz mitocondrial, trocando-o por 
a-cetoglutarato que sai da matriz. 


3. Na matriz, o NAD” reoxida o malato para produzir 
NADH e oxalacetato, em uma reação catalisada pela mala- 
to -desidrogenase mitocondrial (Seção 21. 3H). 

Fase B (regeneração do oxalacetato citosólico) 

4. Na matriz, uma transaminase (Seção 26.1 A) converte 
oxalacetato em aspartato, com a conversão concomitante de 
glutamato em a-cetoglutarato. 

5. O transportador de glutamato-aspartato transporta o as- 
partato da matriz para o citosol, trocando-o por glutamato 
citosólico. 

6. No citosol, uma transaminase converte aspartato em 
oxalacetato, com a conversão concomitante de a-cetogluta- 
rato em glutamato. 

Os elétrons do NADH citosólico são assim transferidos para 
o NAD mitocondrial para formar NADH, que é reoxida- 
do pela cadeia transportadora de elétrons. A lançadeira do 
malato-aspartato produz ~2,5 ATPs para cada NADH cito- 
sólico. Observe, entretanto, que cada NADH que entra na 
matriz é acompanhado por um próton, o qual, como será vis- 
to (Seção 22.3 C), iria, de outra forma, ser utilizado para pro- 
duzir ~0,3 ATP. Como consequência, cada NADH citosólico 
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FIGURA 22.7 A lançadeira do malato-aspartato. Os elétrons do NADH citosólico são transportados para o NADH mitocondrial 
(mostrado em vermelho como transferência de hidreto) nas Etapas 1 a 3. As Etapas 4 a 6 regeneram então o oxalacetato citosólico. 
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FiGURA 22.8 A lançadeira do glicerol-fosfato. Os elétrons 
do NADH citosólico são transportados para a cadeia trans- 
portadora de elétrons mitocondrial em três etapas (mostrados 
em vermelho à medida em que o hidreto é transferido): (1) 
Oxidação citosólica do NADH pela di-hidroxiacetona-fosfato, 
catalisada pela gíicerol-3-fosfato-desidrogenase. (2) Oxidação 
do glicerol-3-fosfato pela flavoproteína-desidrogenase, com 
redução de FAD a FADH 2 . (3) Reoxidação do FADH 2 com 
a passagem dos elétrons para a cadeia transportadora de elé- 
trons. Observe que a lançadeira do glicerol- fosfato não é um 
sistema de transporte da membrana. 


que é transladado para a matriz pela lançadeira do malato- 
-aspartato produz ~2,2 ATPs. 

A lançadeira do glicerol-fosfato (Fig. 22.8), que, embo- 
ra mais simples, apresenta menor eficiência energética que 
a lançadeira do malato-aspartato, ocorre no encéfalo e no 
músculo esquelético, sendo especialmente proeminente no 
músculo de voo dos insetos (o tecido com a maior potência 
inicial de força conhecida - aproximadamente com a mes- 
ma razão força:peso que um motor de automóvel pequeno). 
Nessa lançadeira, a glicerol- 3-fosfato-desidrogenase catali- 
sa a oxidação do NADH citosólico pela di-hidroxiacetona- 
-fosfato para produzir NAD ", que entra novamente na via 
glicolítica. Os elétrons do glicerol-3-fosfato resultante são 
transferidos para a flavoproteína-desidrogenase, para formar 
FADH 2 . Essa enzima, que está situada na superfície exter- 
na da membrana mitocondrial interna, fornece elétrons para 
a cadeia transportadora de elétrons de modo semelhante à 
da succinato-desidrogenase (Seção 22.2C2). A lançadeira do 
glicerol-fosfato, portanto, resulta na síntese de cerca de ~ 1,5 
A TPs para cada NADH citoplasmãtico reoxidado, ~0, 7 ATP 
menos que a lançadeira do malato-aspartato. A vantagem da 
lançadeira do glicerol-fosfato, porém, é que, sendo essencial- 
mente irreversível, opera de forma eficiente mesmo quando a 
concentração de NADH citosólico é baixa em relação àquela 
de NAD ^ , como ocorre em tecidos com metabolismo rápido. 
Em contraste, a lançadeira do malato-aspartato é reversível 
e, portanto, é impulsionada por gradientes de concentrações. 


2 TRANSPORTE DE ELÉTRONS 

No processo de transporte de elétrons, a energia livre da trans- 
ferência de elétrons do NADH e do FADH 2 para o 0 2 , via 
centros redox ligados a proteínas, está acoplada à síntese de 
ATP. Inicia-se o estudo desse processo considerando sua 
termodinâmica. Será examinado a seguir o caminho dos elé- 
trons pelos centros redox do sistema e serão discutidos os ex- 
perimentos utilizados para elucidar essa via. Finalmente, se- 
rão estudados os quatro complexos que constituem a cadeia 
transportadora de elétrons. Na próxima seção, será discutido 
como a energia livre produzida pelo processo de transporte 
de elétrons está acoplada à síntese de ATP. 

A. Termodinâmica do transporte de elétrons 

Pode-se estimar a eficiência termodinâmica do transpor- 
te de elétrons ao se conhecerem os potenciais de redução 
padrão. Como foi visto nas considerações termodinâmicas 
das reações de oxidação redução (Seção 16.5), a afinida- 
de de um substrato oxidado por elétrons aumenta com seu 
potencial de redução padrão, (a voltagem gerada pela 
reação da semicélula em condições bioquímicas-padrão [1 
M dos reatantes e produtos, com [H J definida em pH 7] 
em relação ao potencial padrão do hidrogênio; a Tabela 
16.4 lista os potenciais de redução padrão de diversas se- 
mirre ações de interesse bioquímico). A diferença de po- 
tencial de redução padrão, L %°' , para uma reação redox 
envolvendo quaisquer duas semirreações é, portanto, ex- 
pressa como: 

AO?o t o ?or _ q>of 

£10 aceptor) ®(e doador) 

a. A oxidação do NADH é uma reação altamente 
exergônica 

As semirreações para a oxidação do NADH pelo 0 2 são 
(Tabela 16.4) 

NAD* + H + + 2e~ NADH = -0,315 V 


e 


\0 2 + 2H + + 2e~ H 2 0 = 0,815 V 

Uma vez que a semirreação 0 2 /H 2 0 apresenta o maior po- 
tencial de redução padrão e, portanto, maior afinidade por 
elétrons, a semirreação do NADH ocorre no sentido reverso, 
de modo que o NADH é o doador de elétrons nesse par e o 
0 2 é o aceptor de elétrons, A reação global é 

|0 2 + NADH + H + H 2 0 + NAD + 

de modo que 

A^ 0 ' - 0,815 - (-0,315) = 1,130 V 

A variação de energia livre padrão para a reação pode então 
ser calculada a partir da Equação [16.7]: 

AG°' = -ríã k% 0 ' 

onde 9% a constante de Faraday, é 96.485 C * mol 1 de elé- 
trons e n é o número de elétrons transferidos por mol de rea- 
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gentes. Desse modo, uma vez que 1 V — 1 J • C \ para a 
oxidação do NADH: 

A G ot = -2 — ~°- e — - x 96.485 — C - X 1,13 J • C _1 

mol reagente mol e 

- -218 kJ • mol -1 

Em outras palavras, a oxidação de 1 mol de NADH pelo 0 2 
(a transferência de 2 e~) em condições bioquímicas padrão 
está associada com a liberação de 218 kJ de energia livre. 

b. 0 transporte de elétrons é termodinamicamente eficiente 
A energia livre padrão necessária para sintetizar 1 mol de 
ATP a partir de ADP + P f é 30,5 kJ, A energia livre padrão 
da oxidação do NADH pelo 0 2 , se acoplada à síntese de 
ATP, é, portanto, suficiente para levar à formação de diver- 
sos moles de ATP. Esse acoplamento, como será visto, é al- 
cançado por uma cadeia transportadora de elétrons na qual 
os elétrons passam por três complexos proteicos contendo 
centros redox com afinidades por elétrons progressivamente 
maiores (potenciais de redução padrão crescentes), em vez 
de passarem diretamente ao 0 2 . Isso permite que a grande 
variação global de energia livre seja quebrada em três pacotes 
menores, cada um deles acoplado à síntese de ATP em um 
processo denominado fosforilação oxidativa. A oxidação 
de 1 NADH, portanto, resulta na síntese de — 2,5 A TPs. (A 


oxidação do FADH 2 , cuja entrada na cadeia transportadora 
de elétrons é regulada por um quarto complexo proteico, é 
acoplada, de modo semelhante, à síntese de —1,5 ATP.) A 
eficiência termodinâmica da fosforilação oxidativa, portanto, 
é 2,5 X 30,5 kJ • mol " 1 X 100/218 kJ • mol” 1 = 35% em con- 
dições bioquímicas padrão. Entretanto, acredita-se que, em 
condições fisiológicas, na mitocôndria ativa (onde as concen- 
trações dos reagentes e produtos, assim como o pH, desviam- 
-se das condições padrão), essa eficiência termodinâmica seja 
—70%. Em comparação, a eficiência energética de um motor 
típico de automóvel é < 30%. 

B. A sequência do transporte de elétrons 

(jfl. Ver Exploração guiada 19: Visão gorai do transporto do elétrons 
e da fosforilação oxidativa A energia livre necessária para pro- 
duzir ATP é extraída da oxidação de NADH e FADH 2 pela 
cadeia de transporte de elétrons, uma série de quatro com- 
plexos proteicos pelos quais os elétrons passam, dos poten- 
ciais de redução padrão mais baixos para aqueles com po- 
tenciais mais altos (Fig. 22.9). Os elétrons são transportados 
dos Complexos I e H para o Complexo III pela coenzima Q 
(CoQ ou ubiquinona; assim denominada devido à sua ubi- 
quidade em organismos que respiram) e do Complexo III 
para o Complexo IV pela proteína periférica de membrana 
citocromo c (Seções 7.3B e 9.6 A). 


-0,4 r 


NADH 


! 2e 


- 0,2 - 


_-*■ NAD+ (-0,315 V) 

ADP + P: 


Complexo I 

AZ = 0,360 V ' Rotenona ou 

{AG°' = - 69 ,5 kJ • mol- 1 ) 

ATP 


0 


(+0,031 V) 

Succinato -v - FADH„ T P T — CoQ (+0,045 V) 

1 n * 



Amital 


Fumarato 


X°'(V) +0,2 - 


+0,4 - 


+ 0,6 - 


+ 0,8 - 


Complexo III 
AZ °' = 0,190 V 
(AG D ' = -36,7 kJ • mol" 1 ) 


Citocromo c (+0,235 V) 



Complexo IV 
Aí 0 ' = 0,580 V 
(AG D ' = -112 kJ * mol" 1 ) 



2e' 


2I-I++ |0 2 


1 

HoO (+0,815 V) 


FIGURA 22.9 A cadeia transportadora de elétrons mítocondrial. Os potenciais de redução padrão dos componentes mais móveis 
(verde) da cadeia transportadora de elétrons estão indicados, assim como os pontos onde é liberada energia livre suficiente para 
sintetizar ATP ( azul) e os sítios de ação de diversos inibidores respiratórios (vermelho). (Observe que os Complexos I, III e IV não 
sintetizam diretamente o ATP mas, em vez disso, sequestram a energia livre necessária para fazê-lo por meio do bombeamento de 
prótons para fora da mitocôndria, para formar um gradiente de prótons; Seção 22.3.) 
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O Complexo I catalisa a oxidação do NADH pela CoQ: 

NADH + CoQ ( oxidada ) * 

NAD ~ + CoQ ( reduzida ) 

A^ 0 ' = 0,360 V AG°' = -69,5 kJ ■ mo!" 1 

O Complexo III catalisa a oxidação da CoQ (reduzida) pelo 
citocromo c: 

CoQ (reduzida) + 2 citocromos c (oxidados) > 

CoQ ( oxidada ) + 2 citocromos c ( reduzidos ) 
à%°’ ~ 0,190 V AG°' - -36,7 kJ * mol" 1 

O Complexo IV catalisa a oxidação do citocromo c (reduzi- 
do) pelo O 2 , o aceptor final de elétrons no processo de trans- 
porte de elétrons: 

2 citocromos c ( reduzidos ) + 2°2 ► 

2 citocromos c (oxiduzidos) + H z O 
AT' = 0,580 V AG°' - -112 kJ • moU 1 

As variações de potenciais padrão de redução de um par de 
elétrons na medida em que ele sucessivamente atravessa os 
Complexos I, III e IV correspondem, em cada estágio, a uma 
quantidade de energia livre suficiente para prover a energia 
para a síntese de pouco menos que uma molécula de ATP. 

O Complexo II catalisa a oxidação do FADH 2 pela CoQ: 

FADH 2 + CoQ ( oxidada ) > FAD + CoQ ( reduzida ) 

k%°’ = 0,085 V AG°' - -16,4 kJ • moP 1 

Essa reação redox não libera energia livre suficiente para sin- 
tetizar ATP; ela funciona apenas para injetar os elétrons do 
FADH 2 na cadeia de transporte de elétrons. 


a. O funcionamento da cadeia transportadora de elétrons foi 
elucidado utilizando-se inibidores 

A compreensão da sequência de eventos no transporte de 
elétrons fundamenta-se amplamente na utilização de inibi- 
dores específicos. Essa sequência tem sido corroborada por 
medidas dos potenciais padrão de redução dos componentes 
redox de cada um dos complexos, assim como pela determi- 
nação da estequiometria do transporte de elétrons e da sínte- 
se acoplada de ATP. 

A taxa de consumo de 0 2 por uma suspensão de mito- 
côndrias nos dá uma medida bastante sensível do funciona- 
mento da cadeia de transporte de elétrons. Essa taxa é conve- 
nientemente medida utilizando-se um eletrodo de oxigênio 
(Fig. 22.10). Compostos que inibem o transporte de elétrons, 
avaliado por seus efeitos no desaparecimento do 0 2 em tal 
sistema experimental, têm funcionado como valiosas sondas 
experimentais para seguir o caminho dos elétrons na cadeia 
transportadora de elétrons e na determinação dos pontos de 
entrada dos elétrons a partir de vários substratos. Entre as 
mais úteis de tais substâncias está a rotenona (uma toxina 
extraída de plantas, utilizada pelos índios da Amazônia como 
veneno para pescar e que também é usada como inseticida), 
o amital (um barbitúrico), a antimicina (um antibiótico) e o 
cianeto: 
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FIGURA 22.10 O eletrodo de oxigênio. Este eletrodo con- 
siste em um eletrodo de referência Ag/AgCl e um eletrodo de 
Pt, ambos imersos em uma solução de KC1 e em contato com 
a câmara da amostra por meio de uma membrana de Teflon 
permeável ao 0 2 . 0 0 2 é reduzido a H 2 0 no eletrodo de Pt, 
gerando assim uma voltagem em relação ao eletrodo de Ag/ 
AgCl, que é proporcional à concentração de 0 2 na câmara se- 
lada contendo a amostra. (Segundo Cooper, T.G., The Tools of 
Biochemistry, p. 69, Wiley [1977].) 



CH 2 — CH 2 — CH(CH 3 ) 2 

ch 2 — ch 3 


H 


Amital 


~C = N 
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O experimento a seguir ilustra a utilização desses inibidores: 
Uma solução tamponada, contendo excesso de ADP e 
P ? é equilibrada no tubo de reação de um eletrodo de oxi- 
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FIGURA 22.11 Efeito de inibidores do transporte de elé- 
trons. Este diagrama mostra o traçado de um eletrodo de oxi- 
gênio idealizado para uma suspensão de mitocôndrias contendo 
excesso de ADP e P ; . Nos pontos numerados, os reagentes indi- 
cados são injetados nas câmaras contendo a amostra e as altera- 
ções resultantes na [0 2 ] são registradas. Os números referem-se 
à discussão no texto. (Segundo Nicholls, D.G., Bioenergetics, p. 
110, Academic Press [1982].) 


gênio. Reagentes são então injetados no compartimento e o 
consumo de 0 2 é registrado (Fig. 22.11): 

1. Mitocôndrias e (1-hidroxibuürato são injetados no com- 
partimento. As mitocôndrias fazem a mediação da oxidação 
do p-hidroxibutirato ligada ao NAD (Seção 25.3): 


OH 

CH 3 — CH— CH 2 -C02 

B-Hidrox ibutir ato 


NAD + -^ 
NADH + H + 


p-hidroxibutirato 

desidrogenase 


O 

CH 3 — c— CH 2 — COã 

Acetoacetato 


À medida que o NADH resultante é oxidado na cadeia 
transportadora de elétrons, com 0 2 sendo o aceptor final de 
elétrons, a concentração de 0 2 na mistura da reação diminui. 

2. A adição de rotenona ou amital faz cessar completamen- 
te a oxidação do (3-hidroxibutirato. 

3. A adição de succinato, que sofre oxidação ligada ao 
FAD, faz a [OJ continuar a diminuir. Os elétrons do FADH 2 
ainda são, portanto, capazes de reduzir o 0 2 na presença de 
rotenona; ou seja, os elétrons do FADH 2 entram na cadeia 
transportadora de elétrons após a etapa onde está o bloqueio 
causado pela rotenona. 

4. A adição de antimicina inibe o transporte de elétrons a 
partir do FADH 2 . 

5. Embora o NADH e o FADH, sejam fisiologicamente 
os dois doadores de elétrons para a cadeia de transporte de 


elétrons, agentes redutores não fisiológicos podem também 
ser utilizados como sondas para o fluxo de elétrons. O te- 
trametil-p-feni lenodiamina (TMPD) é um carreador redox, 
que pode ser reduzido pelo ascorbato e transferir os elétrons 
diretamente para o citocromo c: 


H 3 C /— 

w 

/CH 

>=N + 


HO— CH 2 

+ 

HO — C — \ 

/ \ 

/ \ 



H s c 

=/ CH 3 


H 




HO 


Tetr ametil - p -fenilenodi amina 
(TMPD), forma oxidada 



OH 

Ácido ascórbico 



TMPD, forma reduzida 


HO-CH. 



O O 


Ácido di-hidroascórbico 


A adição de TMPD e ascorbato ao meio de reação inibido 
pela antimicina resulta na retomada do consumo de oxigê- 
nio; evidentemente, há um terceiro ponto por onde os elé- 
trons podem entrar na cadeia transportadora de elétrons. 

6. A adição de CN“ inibe completamente a oxidação de 
todos os três doadores de elétrons, indicando que esse com- 
posto bloqueia a cadeia transportadora de elétrons após o 
terceiro ponto de entrada de elétrons. 

Experimentos como esses estabeleceram a sequência do 
fluxo de elétrons pelos complexos da cadeia transportadora 
de elétrons e as posições bloqueadas pelos vários inibidores 
do transporte de elétrons (Fig. 22.9). Essa sequência foi con- 
firmada e ampliada por observações de que os potenciais de 
redução padrão dos transportadores redox que formam os 
complexos da cadeia transportadora de elétrons são muito 
próximos aos potenciais de redução padrão de seus subs- 
tratos doadores de elétrons (Tabela 22.1). Os três saltos no 
potencial de redução entre NADH, CoQ, citocromo c e 0 2 
são, cada um deles, de magnitude suficiente para impulsionar 
a síntese de ATP. De fato, esses saltos de potencial redox cor- 
respondem aos pontos de inibição da rotenona (ou amital), 
antimicina e CN”. 


b. A fosforílação e a oxidação estão rigidamente acopladas 
Os estudos termodinâmicos mencionados anteriormente su- 
gerem que a oxidação de NADH, FADH 2 e ascorbato pelo 
0 2 está associada com a síntese de aproximadamente 2,5, 1,5 
e 1 ATPs, respectivamente. Essa estequiometria, denomina- 
da razão P/O (a razão da síntese de ATP por átomo de O 
reduzido [pares de elétrons captados]), tem sido confirmada 
de forma experimental por medidas da captação de 0 2 por 
mitocôndrias em repouso e em atividade. Um exemplo de ex- 
perimento típico utilizado para determinar a razão P/O é o 
seguinte: uma suspensão de mitocôndrias (isoladas por cen- 
trifugação diferencial após ruptura celular; Seção 6.1B) con- 
tendo excesso de P„ mas não ADP, é incubada no comparti- 
mento de reação de um eletrodo de oxigênio. A oxidação e 
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TABELA 22.1 Potenciais de redução dos componentes 

da cadeia de transporte de elétrons na 
mitocôndria em repouso 


Componente 


*°'(V) 


NADH -0,315 

Complexo I (NADH:CoQ oxidorredutase; —900 kDa, 

45 subunidades): 

FMN =0,380 

[2Fe=2S]Nla =0,370 

[2Fe— 2S]Nlb =0,250 

[4Fe— 4S]N3,4,5,6a,6b,7 -0,250 

[4Fe— 4S]N2 =0,150 

Succinato 0,031 

Complexo II (succinato: CoQ oxidorredutase; —420 kDa, 4 
subunidades): 

FAD -0,040 

[2Fe-2S] -0,030 

[4Fe-4S] =0,245 

[3Fe-4S] -0,060 

Heme b m —0,080 

Coenzima O 0,045 

Complexo III (CoQ: cito cromo c oxidorredutase; —450 kDa, 9-11 
subunidades): 

Heme b E (b S62 ) 0,030 

Heme b L (b 5è6 ) —0,030 

[2Fe— 2S] 0,280 

Heme c x 0,215 

Citocromo c 0,235 

Complexo IV (citocromo c oxidase; —410 kDa, 8-13 subunida- 
des): 

Heme a 0,210 

Cu A 0,245 

Cu B 0,340 

Heme a 3 0,385 

Ü 2 0,815 


Fonte: Principalmente Wilson, D.F., Erecinska, M., e Dutton, P.L., Annu. 
Rev. Biophys. Bioeng. 3, 205 e 208 (1974); e Wilson, D.F., In Bittar, E.E, 
(Ed.), Membrane Structure and Function, Vol. 1, p. 160, Wiley (1980). 


a fosforilação estão intimamente acopladas em mitocôndrias 
funcionando normalmente, de modo que o transporte de elé- 
trons pode ocorrer apenas se o ADP estiver sendo fosforilado 
( Seção 22.3), De fato, o metabolismo mitocondrial é regulado 
de forma tão firme, que inclusive a aparência das mitocôn- 
drias respirando ativamente é bastante diferente da aparência 
daquelas em repouso (Fig. 22.12). Uma vez que não há ADP 
na mistura de reação, as mitocôndrias estão em repouso e a 
taxa de consumo de 0 2 é mínima (Fig. 22.13; Região 1). O 
sistema é então manipulado conforme explicado a seguir: 

(a) ADP (75 jjimol) e um excesso de (3-hidroxibutirato 
(um substrato ligado ao NAD ) são adicionados. As 
mitocôndrias entram imediatamente em atividade e 


a taxa de consumo de oxigênio aumenta (Fig. 22.13, 
Região 2) e mantém-se nesse nível elevado até que 
todo o ADP esteja fosforilado. As mitocôndrias 
então retornam ao estado de repouso (Fig. 22.13, 
Região 3). A fosforilação de 75 p,mol de ADP nessas 
condições consome 15 (xmol de O,. Uma vez que a 
oxidação do NADH pelo 0 2 consome duas vezes o 
número de moles de NADH (i.e., pares de elétrons), 
em comparação com o 0 2 , a razão P/O para a reoxi- 
dação do NADH na Região 2 é 75 jirnol de ADP/(2 
X 15 p,mol de 0 2 ) = 2,5; ou seja, 2,5 moles de ADP 
são fosforilados por mol de NADH oxidado. 

(b) O experimento continua, inibindo-se a transferência 
de elétrons do NADH com rotenona e acrescentan- 
do-se mais 75 jumol de ADP (Fig. 22.13, Região 4), 
desta vez j untamente com um excesso do substrato 
ligado ao FAD, succinato. O consumo de oxigênio 
continua novamente, até que todo o ADP esteja fos- 
forilado, quando o sistema retorna, novamente, ao 
estado de repouso (Fig. 22.13, Região 5). O cálculo 
da razão P/O para a oxidação do FADH 2 nos dá o va- 
lor de 1,5, ou seja, 1,5 moles de ADP são fosforilados 
por mol de FADH 2 oxidado. 

(c) Da mesma maneira, a oxidação de ascorbato/TMPD 
produz uma razão P/O de 1 (Fig. 22.13, Regiões 6 e 7). 

Essas conclusões concordam com os estudos utilizando ini- 
bidores, indicando que há três pontos de entrada para os 
elétrons na cadeia de transporte de elétrons, e também con- 
cordam com as medidas dos potenciais de redução padrão, 
que mostram três saltos de potencial, cada um deles sufi- 
ciente para fornecer a energia livre para a síntese de ATP 
(Fig. 22.9). 

c. As razões P/O são difíceis de medir com exatidão 
Medidas das razões P/O estão sujeitas a erros experimentais 
sistemáticos, para os quais é difícil fazer correções, como im- 
precisões nas medidas da concentração de oxigênio, a pre- 
sença de AMP e o vazamento de prótons pela membrana 
mitocondrial interna. Na literatura mais antiga, esses valores 
eram aceitos como 3, 2 e 1. No entanto, medidas cuidadosas 
realizadas por Peter Hinkle obtiveram valores próximos de 
2,5, 1,5 e 1 para essas razões (será visto na Seção 22.3 que 
o mecanismo da fosforilação oxidativa não requer que as 
razões P/O sejam valores inteiros). Se esses últimos valores 
são corretos, então o número de moléculas de ATP sinteti- 
zadas por molécula de glicose oxidada é 2,5ATP/NADH X 
10 NADH/glicose + 1,5 ATP/FADH 2 X 2 FADH/glicose + 
2 ATP do ciclo do ácido cítrico/glicose + 2 ATP/glicose da 
glicólise = 32 ATP/glicose (e não o valor de 38 ATP/glicose, 
calculados pelas razões P/O de 3, 2 e 1). 

A determinação do ganho de ATP/glicose in vivo é ainda 
mais problemática. Os equivalentes redutores para o NADH 
gerado pela GAPDH podem ser importados pela mitocôn- 
dria via a lançadeira do glicerofosfato, a qual produz FADH 2 , 
ou pela lançadeira do malato-aspartato, que produz NADH, 
mas passa um próton para a matriz (Seção 22.1Bc). A utili- 
zação desses dois sistemas de lançadeiras varia de um tecido 
para outro e, assim, varia a produção de ATP. Além disso, a 
taxa de vazamento de prótons pela membrana interna da mi- 
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(a) 

FIGURA 22,12 Mi crogr afias eletrônicas de mitocôndrias de fígado de camundongo, (a) Estado com respiração ativa e (b) estado 
em repouso. As cristas nas mitocôndrias respirando ativamente são muito mais condensadas do que aquelas nas mitocôndrias em 
repouso. (Cortesia de Charles Hackenbrock, University of North Carolina Medicai School EUA.) 


tocôndria, que é significativa, pode variar com as condições 
e a identidade celular. Desse modo, é provável que o ganho 
in vivo de ATP por glicose sej a significativamente menor que 
os valores acima de 32 ATP/glicose. 

A maneira como a energia livre do transporte de elé- 
trons é na verdade acoplada à síntese de ATP, um tema de 
ativas pesquisas, será discutida na Seção 22.3. Serão exami- 
nadas inicialmente as estruturas dos quatro complexos res- 
piratórios a fim de se compreender como estão relacionados 
com a função da cadeia transportadora de elétrons. Tenha 
em mente, no entanto, que, como na maioria das áreas da 


bioquímica, esse campo está sob intensa verificação e mui- 
to da informação de que se precisa para uma compreensão 
completa dessas relações ainda está para ser elucidado. 

C. Componentes da cadeia transportadora de elétrons 

Muitas das proteínas que estão embebidas na membrana 
mitocondrial interna estão organizadas nos quatro comple- 
xos respiratórios da cadeia transportadora de elétrons. Cada 
complexo consiste em diversos componentes proteicos, que 
estão associados com vários grupos prostéticos com atividade 
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FIGURA 22.13 Determinação da estequiometria da oxidação 
acoplada à fosforilação (razão P/O) com diferentes doadores 
de elétrons, Mitocôndrias são incubadas em excesso de tampão 
de fosfato na câmara da amostra de um eletrodo de oxigênio. 

(a) A seguir, são adicionados 75 pmol de ADP e [3-hidroxibu- 
tirato em excesso. A respiração continua até que todo o ADP 
seja fosforilado. AO z na Região 2 é 15 |imol, correspondendo a 
30 jxmol de NADH oxidados; assim sendo, P/O = 75/30 = 2,5. 

(b) A seguir, são adicionados 75 pmol de ADP e succinato em 
excesso, juntamente com rotenona, para inibir a transferência 
de elétrons a partir do NADH. A0 2 na Região 4 é 25 pmol, 
correspondendo a 50 (imol de FADH 2 oxidados; P/O = 75/50 — 
1,5. (c) Finalmente, são adicionados 75 jimol de ADP e TMPD/ 
ascorbato em excesso, juntamente com antimicina, para ini- 
bir a transferência de elétrons do FADH 2 . A0 2 na Região 6 é 
37,5 jxmol, correspondendo a 75 (xmol de ascorbato oxidados; 
P/O = 75/75 = 1. 
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FIGURA 22.14 A cadeia transportadora de elétrons da mitocôndria. As vias de transferência de elétrons (preto ) e bombeamento 
de prótons ( vermelho ) estão indicadas. Os elétrons são transferidos entre os Complexos I e III pela CoQ (O), solúvel na membra- 
na, e entre os Complexos III e IV pela proteína periférica de membrana citocromo c (Cit c ). O Complexo II (que não está mostra- 
do) transfere elétrons do succinato para a CoQ. 4 yo Ver Figuras animadas 


redox, com potenciais de redução sucessivamente crescentes 
(Tabela 22.1). Nos parágrafos a seguir, serão examinadas 
suas estruturas e os agentes que transferem elétrons entre 
eles. Suas relações estão resumidas na Fig. 22.14. 

1. Complexo I (NADH-desidrogenase ou NADH-coenzima 
Q-oxidorredutase) 

O Complexo I (também denominado NADH-desidrogenase) 
passa elétrons do NADH para a CoQ. Ele é provavelmente 
o maior componente proteico da membrana mítocondrial in- 
terna (—980 kDa em mamíferos e —700 kDa em Neurospora 
crassa) e contém uma molécula de flavina mononucleotídeo 
(FMN; um grupo prostético com atividade redox que se dife- 
rencia do FAD apenas pela ausência de um grupo AMP) e oito 
ou nove centros ferro -enxofre, que participam do processo de 
transporte de elétrons (Tabela 22.1). Nos mamíferos, 7 de suas 
45 subunidades, as subunidades mais hidrofóbicas e que for- 
mam o núcleo de sua região transmembrana, são codificadas 
por genes mitocondriais. As restantes são codificadas por ge- 
nes nucleares. A maioria de suas subunidades são homólogas 
a proteínas solúveis que contêm centros redox, o que sugere 
fortemente que o Complexo I tenha surgido evolutivamente 
pela agregação dessas proteínas previamente existentes. 

a. Os centros ferro-enxofre apresentam atividade redox 
Os centros ferro-enxofre, descobertos inicialmente por 
Helmut Beinert, ocorrem comumente como grupos prosté- 
ticos em proteínas ferro-enxofre. Há quatro tipos comuns de 
centros ferro-enxofre (Fig. 22.15). Aqueles designados cen- 
tros |2Fe-2S] e [4Fe-4S] consistem em igual número de íons 
ferro e sulfeto e são coordenados a quatro grupos sulfidrila 
de resíduos de Cys das proteínas. O centro [3Fe-4S] é, es- 


FiGURA 22.15 Estruturas de centros ferro-enxofre comuns, (a) Um 

centro [Fe— S], (b) um centro [2Fe— 2S] e (c) um centro [4Fe-4S], O cen- 
tro [3Fe— 4S] assemelha-se ao centro [4Fe-4S] com um de seus íons Fe 

■— j. 

removidos. Observe que, enquanto os íons Fe e S “ dos centros [4Fe—4S] 
formam o que parece ser um cubo distorcido, a estrutura é, na verdade, 
dois tetraedros de íons Fe e S 2 que se interpenetram. 





[Fe-S] 



[2Fe-2S] 
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sencialmente, um centro [4Fe-4S] sem um Fe. Uma maneira 
de identificar esses centros aproveita o fato de que seus íons 
sulfeto são labeis em meio ácido: são liberados como H 2 S 
em pH próximo a 1. O centro [Fe-S], que ocorre apenas em 
bactérias, apresenta um único átomo de Fe ligado a quatro 
resíduos de Cys. Observe que os íons Fe, em todos os quatro 
tipos de centros, são, cada um deles, coordenados a quatro 
átomos S, os quais estão dispostos de forma aproximada- 
mente tetraédrica ao redor do Fe. Entretanto, nas proteínas 
ferro-enxofre de Rieske (assim designadas em homenagem a 
seu descobridor, John Rieske), um dos átomos de Fe em um 
centro [2Fe-2S] está coordenado a dois resíduos de His, ao 
invés de dois resíduos de Cys. 

Os estados oxidado e reduzido de todos os centros ferro- 
~ enxo fre diferem em uma carga formal, independentemente de 
seu número de íons Fe. Isso ocorre porque os íons Fe em cada 
centro formam um sistema conjugado e, assim, podem apre- 
sentar estados de oxidação entre os valores +2 e -1-3, os valo- 
res possíveis para íons Fe individuais. Por exemplo, cada um 
dos dois centros [4Fe-4S] na proteína ferredoxina (Fig. 22.16) 
contém um Fe(ll) e três Fe(III) em sua forma oxidada e dois 
Fe(II) e dois Fe(III) em sua forma reduzida. O potencial de 
redução padrão de um dado tipo de centro ferro-enxofre de- 
pende da interação com sua proteína associada, assim como 
de seu estado de oxidação. Proteínas ferro-enxofre também 
ocorrem nas cadeias fotossintéticas de transporte de elétrons 



FIGURA 22.16 Estrutura por raios X da ferredoxina de Pep- 
tostreptococcus asa cch aro ly ti cus. Esta proteína monomérica 
com 55 resíduos está desenhada na forma de fitas coloridas na 
ordem do arco-íris, de sua porção N-terminal (azul) para sua 
porção C-terminal (vermelho). Seus dois centros [4Fe-4S] estão 
desenhados na forma de esferas e bastões, com S em amarelo 
e Fe em marrom avermelhado. As cadeias laterias de Cys que 
ligam cada átomo de Fe estão desenhadas em forma de bastões, 
com C em verde e S em amarelo. (Com base na estrutura por 
raios X obtida por Elinor Adman, Larry Sieker e Lyle Jensen, 
University of Washington, EUA. PDBid 1DUR.) 

Ver Exercício interativo 16 


de plantas e bactérias (Seção 24.2); de fato, acredita-se que 
cadeias fotossintéticas de transporte de elétrons sejam os 
precursores evolutivos das cadeias oxidativas de transporte 
de elétrons (Seção 1.5Cb). 

b. As coenzimas do Complexo I 

FMN e ubiquinona (CoQ), as coenzimas do Complexo I, po- 
dem adotar, cada uma, três estados de oxidação (Fig. 22.17). 
Embora o NADH possa participar apenas da transferência 
de dois elétrons, tanto FMN quanto CoQ são capazes de 
aceitar e doar tanto um quanto dois elétrons, pois suas for- 
mas semiquinona são estáveis. Em contraste, os citocromos 
do Complexo III (ver a seguir), para os quais a CoQ reduzida 
passa seus elétrons, são capazes apenas de reduções de um 
elétron. FMN e CoQ, portanto, fornecem um eletroduto entre 
um doador de dois elétrons, o NADH, e aceptores de um elé- 
tron, os citocromos. 

A cauda hidrofóbica da CoQ a torna solúvel na bicama- 
da lipídica da membrana mitocondrial interna. Em mamífe- 
ros, essa cauda consiste em dez unidades isoprenoides C s e, 
portanto, a coenzima é designada Q 10 . Em outros organis- 
mos, a CoQ pode apresentar apenas seis (Q 6 ) ou oito CQs) 
unidades isoprenoides. 

c. Os elétrons seguem uma via de múltiplas etapas pelo 
Complexo I 

0 Complexo I dos procariotos consiste em 13 a 15 subu- 
nidades, com uma massa molecular total de ~550 kDa. 
Homólogos de todas as suas sub unidades conservadas ocor- 
rem na enzima mitocondrial, e eles contêm componentes 
redox equivalentes. Evidentemente, a enzima procariótica é 
uma versão menor do Complexo I mitocondrial. As funções 
das 30 a 32 subunidades “acessórias” adicionais que são com- 
ponentes do Complexo I mitocondrial são em grande parte 
desconhecidas. 

A estrutura por raios X de baixa resolução do Complexo 

1 de 15 subunidades da bactérias termófila Thermus thermo- 
philus (Fig. 22.18), determinada por Leonid Sazanov, revela 
uma proteína em forma de L, com um braço do L, o braço 
transmembrana, imerso na membrana plasmática (a membra- 
na mitocondrial interna para os eucariotos), e o outro, o braço 
periférico, estendendo-se para dentro do citosol (da matriz, 
no caso dos eucariotos). O braço transmembrana consiste 
em sete subunidades, que coletivamente têm 63 hélices trans- 
membrana. As três maiores subunidades transmembrana, 
Nqol2, 13 e 14, são estruturalmente semelhantes uma à outra 
e às estruturas de transportadores Na 7K ' (em um sistema de 
antiporter). A característica mais incomum da porção trans- 
membrana, no entanto, é uma hélice a anfipática de 110 Á 
de comprimento, que se estende de Nqol2 paralelamente ao 
plano da membrana, de modo a alcançar Nqol3 e 14. 

A estrutura por raios X de alta resolução do braço perifé- 
rico, hidrofílico, de 8 subunidades do Complexo I da bactéria 
termófila, Thermophilus, também determinada por Sazanov, 
revela um agrupamento das subunidades em forma de Y, de 
140 À de altura (Fig. 22.19a). Esse subcomplexo contêm todos 
os centros redox da enzima: um FMN, sete centros [4Fe-4S] e 
dois centros [2Fe-2S]. O FMN está localizado na extremidade 
de uma cavidade exposta ao solvente, que presumivelmente 
forma o sítio de ligação do NADH. Construção de modelos 
sugere que o NADH ligado proteja o FMN do solvente. O 
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FIGURA 22.17 Estados de oxidação das coenzimas orgânicas do Complexo I. (a) FMN e (b) CoQ. Ambas as coenzimas formam 
estados de radicais livres com semiquinonas estáveis. 


FIGURA 22.18 Estrutura por raios X em baixa resolução 
(4,5 À) do Complexo I de T. thermophilus. A estrutura é vista 
paralelamente ao plano da membrana plasmática, com o cito- 
plasma acima e o periplasma abaixo. Suas 15 subunidades estão 
desenhadas em forma de fitas, em diferentes cores, com a hélice 
horizontal de 110 A de comprimento de Nqol2 em púrpura. 

Os nove centros Fe-S no braço periférico estão desenhados na 
forma de volume atômico, com S em amarelo e Fe em marrom- 
-avermelhado. Nessa estrutura de baixa resolução, apenas as 
hélices transmembrana do braço transmembrana podem ser 
observadas; as alças que formam as conexões não são visí- 
veis, o que explica a aparente falta de ligação entre os braços 
transmembrana e periférico. As alças do braço periférico, no 
entanto, são visíveis, pois essa parte da estrutura foi baseada na 
estrutura por raios X de maior resolução do braço periférico 
apenas (ver Fig. 22.19), (Cortesia de Leonid Sazanov, Medicai 
Research Council, Cambridge, Reino Unido. PDBid 3M9S.) 
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FIGURA 22.19 Estrutura por raios X do braço periférico do Complexo I de T. thermophilus. (a) A proteína é vista paralelamen- 
te ao plano da membrana plasmática, mas orientada diferentemente em relação àquela da Fig. 22.18. Suas oito subunidades estão 
desenhadas em forma de fitas semitransparentes em diferentes cores (que diferem daquelas na Fig. 22.18). O FMN {parte superior 
à esquerda) e os nove centros Fe-S são mostrados na forma de volume atômico, com C em verde, N em azul, O em vermelho, P em 
cor de laranja, S em amarelo e Fe em marrom-avermelhado. O provável sítio de ligação da CoQ é indicado por uma seta cinza, (b) O 
arranjo dos grupos redox, visto de forma similar à Parte a. O FMN (modelo de bastões com C em amarelo e os dois centros [Fe-S] e 
os sete centros [4Fe-4S] (modelos de volume atômico) são mostrados juntos, com suas distâncias centro -a-centro em angstroms (as 
distâncias borda a borda, mais curtas, são indicadas entre parênteses). Setas azuis indicam a principal via, de —94 A de comprimen- 
to, para os elétrons, após serem transferidos do NADH para o FMN. Os centros Fe-S NI A e N7 situam-se muito distantes dessa via 
para os elétrons fluirem através deles, mas talvez funcionem no ajuste fino de suas propriedades eletrônicas. Medidas espectroscó- 
picas sugerem que o sítio de ligação da CoQ está a —12 A de distância de N2. (Parte a baseada em uma estrutura por raios X obtida 
por e Parte b cortesia de Leonid Sazanov, Medicai Research Coundl, Cambridge, Reino Unido. PDBid 2FUG.) 


sítio de ligação da CoQ parece localizar-se em uma cavidade 
abaixo do centro [4Fe-4S] N2, que está localizado na interface 
com o braço transmembrana do Complexo I. 

O trânsito dos elétrons do NADH para a coenzima Q no 
Complexo I começa com uma redução de dois elétrons, na 
forma da transferência de um íon hidreto (H~) do NADH 
para o FMN, produzindo NAD e FMNH” (de modo seme- 
lhante ao reverso da última etapa da reação da di-hidrolipoil- 
-desidrogenase; Seção 21.2Bb). Os elétrons são então trans- 
feridos, um de cada vez, para o centro Fe-S N3 e, então, entre 
os centros Fe-S ao longo de um gradiente de potencial redox 
crescente (Tabela 22.1), até alcançarem o centro Fe-S N2. 
Esse processo “escada abaixo” envolve a redução transitória 
de cada centro Fe-S, à medida que ele liga os elétrons, e sua 
reoxidação, quando passa os elétrons para o próximo centro. 
O arranjo espacial desses centros indica a via provável dos 
elétrons (Fig. 22.19b). Observe que os centros redox não ne- 
cessitam estar em contato a fim de que ocorra a transferência 
dos elétrons. Finalmente, os elétrons passam do N2 para a 
CoQ, que é reduzida sequencialmente a CoQH e então a 
CoQH 2 , que é liberada para a membrana e substituída por 
CoQ, completando o ciclo catalítico. 

Na translocação de um par de elétrons do NADH para 
a CoQ, o Complexo I bombeia quatro prótons para fora 
da matriz mitocondrial (ou da célula bacteriana). A forma 


como o Complexo I realiza essa tarefa será discutida na 
Seção 22.3BJ. 

2. Complexo II (succinato-desidrogenase ou succínato- 
-coenzima Q-oxidorredutase [SQR]) 

O Complexo II, que também é a enzima do ciclo do ácido 
cítrico succinato-desidrogenase (Seção 21.3F), passa elétrons 
do succinato para a CoQ, produzindo fumarato e CoQH r O 
Complexo II faz isso com a participação de um FAD ligado 
co valentemente, um centro [2Fe-2S], um centro [4Fe-4S], um 
centro [3Fe-4S] e um heme b 560 (Tabela 22.1). Todas as suas 
quatro subunidades são codificadas por genes nucleares. 

A diferença de potencial redox padrão para a trans- 
ferência de elétrons do succinato para a CoQ (Fig. 22.9) é 
insuficiente para fornecer a energia livre necessária para 
impulsionar a síntese de ATP. O Complexo II é, ainda as- 
sim, importante, pois injeta esses elétrons de potencial re- 
lativamente alto na cadeia de transporte de elétrons. Duas 
outras enzimas, além dos Complexos I e II, sintetizam e li- 
beram CoQH 2 na membrana mitocondrial interna e, portan- 
to, acionam a fosforilação oxidativa por meio da ação dos 
Complexos III e IV. Essas enzimas são a glicerol-3-fosfato- 
-desidrogenase, da lançadeira do glicerol-fosfato (Fig. 22.8), 
e a ETF-ubiquinona-oxidorredutase, que participa da oxida- 
ção dos ácidos graxos (Seção 25.2Ca; ETF significa flavopro- 
teína de transferência de elétrons). 
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a. Citocromos são proteínas heme que transportam elétrons 
Os citocromos, cuja função foi elucidada em 1925 por David 
Keilin, são proteínas com atividade redox, que ocorrem em 
todos os organismos, exceto em alguns poucos tipos de ana- 
eróbios obrigatórios. Essas proteínas contêm grupos heme 
que alternam reversivelmente entre os seus estados de oxida- 
ção Fe (II) e Fe (III) durante o transporte de elétrons. 

Os grupos heme dos citocromos reduzidos [Fe(II)J apre- 
sentam espectro de absorção proeminente no visível, consis- 
tindo em três picos, as bandas a< p e y (Soret) (Fig. 22.20 a). 
O comprimento de onda do pico a, que varia de forma carac- 
terística com determinada espécie de citocromo reduzido (é 
ausente nos citocromos oxidados), é útil na diferenciação dos 
vários citocromos. Assim sendo, o espectro das membranas 
mitocondnais (Fig. 22.20b) indica que elas contêm três tipos 
de citocromos, citocromos a, bec. 

Dentro de cada tipo de citocromo, diferentes ambientes 
para o grupo heme podem ser caracterizados por leves dife- 
renças nos comprimentos de onda dos picos ct. Por exemplo, 
o Complexo III (ver a seguir) apresenta dois hemes tipo b: 
aqueles com absorbânda máxima em 562 nm são denomina- 
dos como heme ò S62 ou b H (de potencial alto, high em inglês), 
enquanto aqueles com absorbânda máxima em 566 nm são 
denominados heme b S66 ou b L (de potencial baixo, low em 
inglês). 

Cada tipo de citocromo contém um anel porfirina com 
diferentes substituintes (Fig. 22.21a), coordenado com o áto- 
mo de ferro com atividade redox. Um citocromo do tipo b 
contém protoporfírina IX, que também ocorre na hemoglo- 
bina e na mioglobina (Seção 10.1 A). O grupo heme de um 
citocromo do tipo c difere daquele da protoporfírina IX pelo 
fato de que aos grupos vinil (em suas ligações duplas) são 
adicionadas sulfidrilas de Cys, na sequência Cys-X-Y-Cys- 
His, para formar ligações tioéter com a proteína (Fig. 9.39). 
O heme a contém uma longa cauda hidrofóbica de três uni- 


dades de isopreno (um grupo famesil) ligada à porfirina por 
meio de um grupo hidroxietila, assim como um grupo formila 
em vez de um substituinte metila. 

Os ligantes axiais do ferro no heme também variam 
com o tipo de citocromo. Nos citocromos a e b, ambos os 
ligantes são resíduos de His, enquanto no citocromo c, um 
é a His na sequência Cys-X-Y-Cys-His e o outro é Met 
(Fig. 22.21b). Observe que a designação de um dado tipo 
de citocromo refere-se apenas à identidade do(s) grupo(s) 
prostético(s) heme do citocromo. Um dado tipo de citocro- 
mo pode ter qualquer de diversos dobramentos de proteí- 
nas não relacionadas. 

b. O Complexo II contém uma cadeia linear de cofatores 
redox 

O Complexo II, tanto bacteriano quanto mitocondrial, 
consiste em quatro subunidades: duas subunidades hidros- 
solúveis, uma flavoproteína (Fp, —665 resíduos) que liga o 
substrato da enzima, o succinato, e o FAD (que está covalen- 
temente ligado à cadeia lateral de um resíduo específico de 
His por meio de uma ligação ao átomo C8a do FAD; Seção 
21. 3F), e uma proteína ferro-enxofre (Ip, —290 resíduos), 
que liga os três centros Fe-S; e duas subunidades transmem- 
brana, CybL (—170 resíduos) e CybS (—160 resíduos), que, 
coletivamente, ligam o heme b 560 e a CoQ. Fp e Ip são alta- 
mente conservadas, enquanto as sequências de CybS e CybL 
variam entre diferentes organismos. 

As estruturas por raios X do Complexo II de porco, gali- 
nha e de E. coli foram determinadas independentemente por 
Zihe Rao, Edward Berry e So Iwata. Em todos os casos, ele 
apresenta a forma da letra “q”, com o lobo superior conten- 
do Fp e Ip e a cauda composta pelas subunidades transmem- 
brana (Fig. 22.22 a). O complexo está de tal modo orientado 
na membrana mitocondrial interna que Fp e Ip se estendem 
para dentro da matriz. Os sítios de ligação para o substrato 
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FIGURA 22.20 Espectro de absorção visível dos citocromos. (a) Espectro de absorção do citocromo c reduzido, mostrando suas 
bandas de absorção características a, (3 e y (Soret). As absorções máximas para os citocromos a, b,cec l estão listadas, (b) As três 
bandas a separadas no espectro de absorção visível de membranas mitocondriais de coração bovino {parte inferior da figura) indi- 
cam a presença dos citocromos a, bec. O espectro do citocromo c purificado {parte superior ) é fornecido como referência. (Segun- 
do Nicholls, D.G., e Ferguson, S J., Bioenergetics 3, p. 96, Academic Press [2002].) 
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FIGURA 22.21 Anéis porfirínicos nos citocromos. São mostrados (a) as estruturas 
químicas e (b ) os ligantes axiais dos grupos heme contidos nos citocromos a,b ec. 
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FIGURA 22.22 Estrutura por raios X do Complexo U de galinha em complexo com seu inibidor oxalacetato e com a CoQ. (a) 

Um diagrama de fitas semi transparente é visto paralelamente à membrana mitocondrial interna, com a matriz acima; as quatro 
subunidades da enzima estão desenhadas em cores diferentes. O oxalacetato (OAA), o FAD, três centros Fe-S, a CoQ e o heme b 
são mostrados na forma de volume atômico, com C do OAA em magenta, C do FAD e do heme b em verde, C da CoQ em ciano, 
N em azul, O em vermelho, P em cor de laranja, S em amarelo e Fe em marrom-avermelhado. A posição inferida para a membrana 
mitocondrial interna está indicada. ( b ) Ligantes e cofatores redox, vistos e coloridos como na Parte a, mas desenhados na forma de 
bastões. Suas distâncias borda a borda mais próximas estão indicadas. (Com base em uma estrutura por raios X obtida por Edward 
Berry, Lawrence Berkeley National Laboratory, Berkeley, Califórnia, EUA. PDBid 1YQ3.) 
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e para a CoQ estão conectados por uma cadeia de centros 
redox aproximadamente linear, de —40 Â de comprimento, 
com a sequência substrato-FAD-[2Fe-2S]-[4Fe-4S]-[3Fe-4S]- 
-CoQ (da parte superior para a parte inferior na Fig. 22.22b). 
Desse modo, apesar do potencial de redução medido de 
- 0,245 V do centro [4Fe-4S] (Tabela 22.1), que pareceria 
muito baixo para aceitar elétrons do succinato na reação suc- 
cinato — > fumarato, o centro [4Fe-4S] provavelmente partici- 
pa do processo de transferência de elétrons. 

c. O Complexo II suprime a formação de espécies reativas de 
oxigênio 

O complexo respiratório bacteriano quinol-fumarato-redu- 
tase (QFR) é um homólogo do Complexo II, que funciona 
em organismos anaeróbios que utilizam fumarato como um 
aceptor terminal de elétrons. Ali, ele catalisa a mesma reação 
que o Complexo II, mas no sentido oposto, ou seja, usa um 
quinol para reduzir o fumarato a succinato. 

Embora o QFR e o Complexo II tenham estruturas simi- 
lares, organismos como a E. coli, capazes tanto de metabolis- 
mo aeróbio quanto anaeróbio, empregam os dois complexos 
diferentes para esses diferentes propósitos. Isso parece ocorrer 
porque, em condições aeróbias, o QFR produz 25 vezes mais 
radical superóxido (0 2 * ) que o Complexo II da E. coli, além 
de H 2 0 2 , que o Complexo II não produz, presumivelmente 
por vazamento de elétrons para o 0 2 . Como já foi discutido na 
Seção 22.4Cg, essas espécies reativas de oxigênio (EROs) são 
altamente destrutivas. Comparações de estruturas por raios X 
do QFR com o bastante similar Complexo II de E. coli indicam 
que a distribuição eletrônica ao redor de seus vários centros 
redox favorece bastante reações colaterais (e geradoras de 
EROs) do 0 2 com o anel da flavina do QFR, quando compa- 
rada à do Complexo II. De fato, o heme b 56Q do Complexo II, 
que não está presente no QFR e que não faz parte da via direta 
de transferência de elétrons do Complexo II (Fig. 22.22 b), pa- 
rece ajustar finamente suas propriedades eletrônicas, de modo 
a suprimir as reações colaterais que geram EROs. Isso sugere 
que mutações dos genes que codificam o Complexo II huma- 
no, que causam uma ampla variedade de distúrbios, incluindo 
formação de tumores, defeitos neurológicos e envelhecimento 
prematuro, resultam da geração de EROs. 

3. O Complexo III (coenzima Q-cítocromo c-oxidorredutase ou 
complexo citocromo bcj 

O Complexo III passa elétrons da CoQ reduzida para o cito- 
cromo c. Ele contém quatro cof atores redox: dois hemes do 
tipo b, um heme do tipo c e um centro [2Fe-2S] (Tabela 22.1). 

a. Estrutura por raios X do complexo citocromo òc-l 
Todos os complexos conhecidos de citocromo bc 1 contêm 
três subunidades em comum: citocromo b, que liga ambos os 
hemes, b H e b L , citocromo c v que contém um único heme do 
tipo c e uma proteína ferro -enxofre de Rieske (PFE), que 
contém um centro [2Fe-2S]. O complexo bc í bovino con- 
têm 8 subunidades adicionais, de um total de 11 subunidades 
diferentes, que se combinam para formar um protômero de 
2. 166 resíduos (243 kDa) que dimeriza. Destes, apenas o ci- 
tocromo b é codificado por um gene mitocondrial. 

As estruturas por raios X dos complexos de citocromo 
bc l bovino, de galinha e de levedura foram determinadas 
independentemente por Johann Deisenhofer, por Iwata e 


Bing Jap, por Berry, Antony Crofts e Sung-Hou Kim e por 
Hartmut Michel. Todas essas estruturas revelam uma molécu- 
la com formato de pera, de simetria dupla, com diâmetro má- 
ximo de —130 À e altura de —150 Á, cuja extremidade mais 
ampla estende-se — 75 À para dentro do espaço da matriz e 
cuj a extremidade mais estreita estende-se —35 À para dentro 
do espaço intermembranas (Fig. 22.23). A região que atraves- 
sa a membrana apresenta uma espessura de —40 A e consiste 
em 13 hélices transmembrana em cada protômero (12 na le- 
vedura, que consiste em 9 subunidades diferentes). Oito des- 
sas hélices transmembrana são constituídas pela subunidade 
citocromo b, que liga ambos heme b H e heme b L dentro de sua 
região transmembrana, com o heme b L estando mais próximo 
do espaço intermembranas. Uma das hélices transmembrana 
restantes ancora o citocromo c 1 na membrana, sendo que o 
restante da molécula é um domínio globular, que estende-se 
para dentro do espaço intermembranas. Essa é a porção do 
complexo que contém heme c l e que serve de ancoradouro 
para o citocromo c (Fig. 22.23). Do mesmo modo, a PFE é 
ancorada por uma única hélice transmembrana e estende-se 



FIGURA 22.23 Estrutura por raios X de homodúnero do 
Complexo III de levedura em complexo com o citocromo c e 

o inibidor estigmatelina. A vista é perpendicular a seu eixo 
de simetria dupla e paralela à membrana, com a matriz acima. 
As nove diferentes subunidades em cada protômero do Com- 
plexo III, que coletivamente têm 12 hélices transmembrana, 
são desenhadas em forma semitransparente usando fitas, e são 
diferentemente coloridas, com o citocromo b em amarelo claro, 
o citocromo c l em púrpura clara, PFE cor de bronze, centro 1 
em ciano e centro 2 em cor de laranja. O citocromo c ligado é 
mostrado em cor-de-rosa. Os quatro diferentes grupos heme, o 
centro [2Fe-2S] e a estigmatelina são desenhados em forma de 
volume atômico, com C do heme em verde, C da estigmatelina 
em magenta, N em azul, O em vermelho, S em amarelo e Fe em 
marrom-avermelhado. As linhas horizontais delimitam a posi- 
ção inferida para a membrana. Observe que apenas um citocro- 
mo c está ligado ao Complexo III homodimérico. (Com base 
em uma estrutura por raios X obtida por Carola Hunte, Max 
Planck Institute for Biophysics, Frankfurt am Main, Alemanha. 
PDBid 1KYO.) tjfò Ver Exercício interativo 17 
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para dentro do espaço intermembranas. É interessante que as 
duas PFEs do complexo dimérico apresentam domínios inter- 
cambiados (são entrelaçadas) de tal forma que o domínio que 
contém o centro [2Fe-2S] de um protômero interage com as 
subunidades citocromo b e citocromo c l do outro protômero. 
As distâncias entre os vários centros de metais são bastante 
grandes, variando de 21 a 34 À. A porção do complexo que 
ocupa a matriz, que perfaz mais da metade da massa do cito- 
cromo bc v consiste principalmente nas proteínas estrutural- 
mente homólogas Centro 1 e Centro 2. 

A rota dos elétrons pelo Complexo citocromo bc l é dis- 
cutida na Seção 22 .3B, juntamente com o mecanismo pelo 
qual o complexo preserva a energia livre decorrente da trans- 
ferência de elétrons da CoQH 2 para o citocromo c para im- 
pulsionar a síntese de ATP. 

4. Citocromo c 

O citocromo c, cuja evolução foi discutida na Seção 7.3B, é 
uma proteína periférica de membrana, cuja estrutura crista- 
lina é conhecida (Figs. 8.42 e 9.41c), e que está ligada frouxa- 
mente à superfície externa da membrana mitocondrial inter- 
na. Ele liga-se alternadamente ao citocromo Cj (do Complexo 
III) e à citocromo c -oxidase ( Complexo IV) e assim funciona 
transferindo elétrons entre eles, 

A estrutura por raios X do citocromo bc l de levedura, 
complexado com o citocromo c, determinada por Carola 
Hunte, revela, conforme o esperado, que o citocromo c liga- 
-se à subunidade citocromo c. do citocromo bc 1 (Fig. 22.23). 
Essa associação parece ser particularmente tênue, uma vez 
que sua área de interface (880 Â 2 ) é significativamente me- 
nor que aquela apresentada por complexos proteína-proteí- 
na que sabe-se terem baixa estabilidade (geralmente < 1.600 
Á 2 ). Tão pequena interface é adequada para ligação e libe- 
ração rápidas. A menor distância entre os grupos heme das 
proteínas que estabelecem esse contato é de 4,5 À, entre os 
átomos de seus respectivos substituintes unidos por ligação 
tioéter, e sua distância Fe-Fe é 17,4 Á. Isso explica a taxa 
de transferência de elétrons de 8,3 X IO 6 s _1 entre esses dois 
centros redox (ver a seguir). 

a. A estrutura proteica influencia a velocidade de 
transferência de elétrons 

Grupos heme reduzidos são entidades altamente reativas; po- 
dem transferir elétrons ao longo de distâncias de 10 a 20 À em 
velocidades fisiologicamente significativas. Assim sendo, os 
citocromos, em certo sentido, apresentam função oposta à das 
enzimas: em vez de estimularem substratos pouco reativos a 
reagir, eles devem evitar que seus núcleos heme transfiram 
elétrons de modo não específico para outros componentes ce- 
lulares. Essa, sem dúvida, é a razão pela qual esses hemes es- 
tão quase inteiramente envolvidos por proteínas. Os citocro- 
mos, no entanto, também devem fornecer uma via para que 
os elétrons sejam transferidos para um composto adequado. 

Nas proteínas, a transferência de elétrons ocorre entre co- 
fatores com atividade redox, tais como os hemes e os centros 
Fe-S. Entretanto, uma inspeção das proteínas de estrutura 
conhecida que funcionam na transferência de elétrons revela 
que os elétrons não viaj am mais de 14 Á entre centros redox 
embutidos nas proteínas, e que as transferências ao longo de 
distâncias maiores sempre envolvem cadeias de cofatores com 
atividade redox (p. ex., Figs. 22.19b e 22.22 b), A transferência 


de elétrons ocorre de maneira muito mais eficiente por meio 
de ligações que pelo espaço, via um processo mecânico quân- 
tico conhecido como tunelamento eletrônico. Assim, como 
Harry Gray demonstrou de forma experimental, o tunela- 
mento de elétrons dentro das proteínas ocorre principalmente 
através de cadeias polipeptídicas entre os grupos ligados com 
atividade redox, e a velocidade de transferência de elétrons 
varia com a estrutura do polipeptídeo participante. Além dis- 
so, o tunelamento entre interfaces proteína-proteína é media- 
do principalmente por interações de van der Waals e ligações 
de hidrogênio com a água. Apesar disso, Leslie Dutton de- 
monstrou que a velocidade de transferência de elétrons dentro 
de proteínas, medida experimentalmente, varia apenas com a 
distância entre o doador e o aceptor de elétrons e diminui em 
uma taxa —10 vezes a cada aumento de 1,7 Â nessa distância. 

5. O Complexo IV (citocromo c-oxidase) 

A citocromo c-oxidase (COX ou CcO), a enzima terminal da 
cadeia de transporte de elétrons, catalisa as oxidações de um 
elétron de cada uma de quatro moléculas de citocromo c redu- 
zidas consecutivamente e a concomitante redução de quatro 
elétrons de uma molécula de 0 2 para produzir 2H 2 0 : 

4 citocromos c 2 ! + 4H + 0 2 > 

4 citocromos c 3 f + 2H 2 0 

A COX de eucariotos é uma proteína transmembrana 
de —200 kDa, composta de 8 a 13 subunidades, cujas cadeias 
maiores e mais hidrofóbicas, as subunidades I, II e III, são codi- 
ficadas por genes mitocondriais, sendo as demais subunidades 
codificadas por genes nucleares. A COX de eucariotos ocorre 
nas membranas como um dímero. As subunidades I e II desse 
complexo contêm todos os seus quatro centros com atividade 
redox: dois hemes do tipo a, ia e ai) e dois centros contendo 
cobre, (Cu A e Cu B ). O centro Cu A e o heme a são de baixo po- 
tencial (0,245 e 0,210 V; Tabela 22.1), enquanto o Cu B e o heme 
a 3 são de potencial mais alto (0,340 e 0,385 V). Estudos espec- 
troscópicos indicaram que os elétrons são transferidos do cito- 
cromo c para o centro Cu A , então para o heme a e, finalmente, 
para um complexo binuclear de heme a 3 e Cu B . O 0 2 liga-se a 
esse complexo binuclear e é reduzido a H 2 0, em uma reação 
complexa de transferência de quatro elétrons (ver a seguir). 

a. Estruturas por raios X da citocromo c-oxidase 
As estruturas por raios X de três espécies de citocromo c- 
-oxidase foram determinadas: duas formas relativamente 
simples, extraídas da bactéria encontada no solo Paracoccus 
denitrificans (1.106 resíduos) por Michel e da bactéria fotos- 
sintética púrpura Rhodobacter sphaeroides por Iwata, e uma 
forma mais complexa, obtida de coração bovino (1.806 re- 
síduos) por Shinya Yoshikawa. Cada protômero da forma 
dimérica de COX bovina com simetria de ordem 2 apre- 
senta uma forma elipsoidal (em forma de batata), formada 
pela porção transmembrana de 48 Á de espessura, e pelas 
porções hidrofílicas que se projetam 32 e 37 À em direção à 
matriz mitocondrial e ao espaço intermembranas, respecti- 
vamente (Fig. 22.24). Esses protômeros consistem cada um 
em 13 subunidades diferentes, que formam principalmente 
28 hélices transmembrana. As superfícies dos protômeros 
que compreendem a interface dos dímeros são côncavas (Fig. 
22.24) e, assim, seus contatos relativamente tênues cercam 
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FIGURA 22.24 Estrutura por raios X do homodímero da cito* 
cromo ooxidase de coração bovino. A vista é perpendicular a 
seu eixo de simetria dupla e paralela à membrana, com a matriz 
abaixo. As 13 subunidades em cada protômero, que coletiva- 
mente têm 28 hélices transmembrana, estão desenhadas na 
forma semitransparente de fitas, coloridas diferentemente de 
acordo com o tipo, com a Subunidade I em verde-claro, a Subu- 
nidade II em cor-de-rosa e a Subunidade III em amarelo-claro. 
Os grupos heme ligados à proteína e os íons Cu estão desenha- 
dos na forma de volume atômico, com C em verde, N em azul, 

O em vermelho, Fe em marrom-avermelhado e Cu em cíano. 

As linhas escuras horizontais delimitam a posição inferida para 
a membrana mitocondrial interna. (Com base em uma estrutu- 
ra por raios X obtida por Shinya Yoshikawa, Himeji Institute of 
Technology, Hyogo, Japão. PDBid 1Y54.) 
ijfc Ver Exercício Interativo 18 


uma cavidade preenchida com lipídeos. Além disso, a COX 
mitocondrial é ativa como monômero. Assim, um papel para 
a formação do dímero no mecanismo parece improvável. A 
COX de P. denitrificans e de Rb. sphaeroides são complexos 
poliméricos, cada um deles consistindo em apenas 4 subuni- 
dades que coletivamente contêm 22 hélices transmembrana. 

As estruturas das Subunidades I (12 hélices transmem- 
brana) e II (2 hélices transmembrana) da COX bovina, que 
ligam todos os quatro centros redox do complexo, são bas- 
tante semelhantes àquelas das COX de P. denitrificans e de 
Rb. sphaeroides. Estas são as subunidades que desempenham 
as principais funções do complexo: transportam elétrons do 
citocromo c ao 0 2 para produzir água, enquanto bombeiam 
prótons da parte interna (como se refere à matriz mitocon- 
drial e ao citoplasma bacteriano; também chamados lado N, 
devido a sua carga negativa) para o lado de fora (como se 
refere ao espaço intermembranas mitocondrial e ao espaço 
periplásmico bacteriano; também chamados lado P, devido a 
sua carga positiva) . A Subunidade III bovina (7 hélices trans- 
membrana), cuja estrutura também assemelha-se àquela de 
sua equivalente no P. denitrificans e no Rb. sphaeroides, não 
parece participar diretamente da transferência de elétrons 
ou do translado de prótons. De fato, um complexo consis- 
tindo apenas nas Subunidades I e II de P. denitrificans pode 
transportar ativamente elétrons e bombear prótons. Assim, a 
função da Subunidade III permanece desconhecida, embora 
existam evidências de que ela facilite a união das Subunidades 
I e II para formar o complexo ativo. Observe, entretanto, que 
a Subunidade III não estabelece contato com a Subunidade 


II. Nenhuma das dez subunidades com codificação nuclear da 
COX bovina assemelha-se à Subunidade IV das COX de P. 
denitrificans e de Rb. sphaeroides (uma hélice transmembra- 
na). Sete dessas subunidades bovinas apresentam, cada uma, 
uma hélice transmembrana, todas orientadas com suas por- 
ções N-terminais no lado da membrana voltado para a matriz. 
Essas subunidades estão distribuídas próximas à periferia do 
núcleo dimérico formado pelas Subunidades I, II e III. As 
três subunidades restantes da COX bovina são globulares e 
associam-se inteiramente com porções extramembrana do 
complexo. Estruturas por raios X da COX bovina fornecem 
poucas indicações acerca das funções de quaisquer de suas 
subunidades codificadas no núcleo. Talvez essas subunidades 
tenham papéis regulatórios. 

A Subunidade I liga-se ao centro binuclear heme a e 
heme a 3 -Cu B (Fig. 22.25), cujos íons metálicos estão todos 
localizados —13 A abaixo da superficie da membrana, em 
seu lado intermembrana/periplásmico (Fig. 22.24). O Fe do 
heme a 3 apresenta uma ligação axial com His, o Fe do heme a 
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FIGURA 22.25 Os centros redox na estrutura por raios X da 
citocromo c-oxidase de coração bovino. A vista é semelhante 
àquela do protômero à esquerda na Figura 22.24. Os íons Fe 
e Cu estão representados por esferas cor de laranj a e ciano. 

Os grupos heme ligados e os grupos ligantes das proteínas (da 
Subunidade II para o centro Cu B e da Subunidade I para os de- 
mais) estão desenhados na forma de bastões, coloridos de acor- 
do com o tipo de átomo (C do grupo heme em magenta, C da 
proteína em verde, N em azul, O em vermelho e S em amarelo). 
O grupo peroxil, que une os íons de Cu B e Fe do heme a 3 , é 
mostrado na forma de esferas e bastões, em vermelho. Ligações 
coordenadas são mostradas como finas linhas em cinza. Obser- 
ve que as cadeias laterais da His 240 e da Tyr 244 estão unidas 
por uma ligação covalente (parte inferior , à direita). (Com base 
em uma estrutura por raios X obtida por Shinya Yoshikawa, 
Instituto de Tecnologia Himeji, Hyogo, Japão. PDBid 20CC.) 


Bioquímica 843 


apresenta duas ligações axiais com His (como na Fig. 22.216, 
parte superior ) e o átomo Cu B apresenta três ligações com 
His, cuj os átomos de coordenação N estão arranj ados em um 
triângulo equilátero centrado no Cu B e paralelos ao heme a 3 . 
A estrutura por raios X da COX de bovino completamen- 
te oxidada revela um grupo peróxido (0 2 " Fig. 22.25) que 
forma uma ponte com o átomo de Fe do heme a 3 e o Cu B 
(que estão separados por 4,9 À), assim ligando o Cu B , via um 
arranjo distorcido quadrado -planar, uma geometria de coor- 
denação estável para o Cu(II). Entretanto, na estrutura por 
raios X da forma completamente reduzida da COX bovina 
(na qual a distância entre o Fe do heme a 3 e o Cu B é 5,2 À), 
esse ligante está ausente, de modo que o Cu B está ligado de 
forma trigonal, uma geometria de coordenação estável para 
o Cu(I). A maior aproximação dos dois grupos heme é de 4 
Á e a distância entre seus átomos de Fe é de 13,2 Á. 

Além de suas duas hélices transmembrana, a Subunidade 
II apresenta na superfície externa um domínio globular, que 
liga o centro Cu A e consiste principalmente em um barril (3 
contendo 10 fitas de estrutura (3 (Fig. 22.24). O centro Cu A 
está localizado a ~8 Â da superfície externa da membrana. 
Embora se tenha acreditado por muitos anos que o centro 
Cu A continha apenas um átomo de Cu, as estruturas por raios 
X da COX indicam claramente que o centro Cu A contém 
dois átomos de Cu (Fig. 22.25). Estes estão ligados por dois 
átomos de S de resíduos de Cys e possuem, cada um, dois 
ligantes adicionais da proteína, formando um arranjo seme- 
lhante ao de um centro [2Fe-2S] (Fig. 22.156), no qual os 
dois átomos de Cu estão separados por uma distância de 2,4 
Á. Medidas espectroscópicas indicam que, na forma reduzi- 
da do centro Cu A ambos os átomos Cu estão em seus estados 
Cu(I), enquanto na forma completamente oxidada um elé- 
tron parece estar deslocalizado entre os dois átomos de Cu, 
de modo que assumem o estado [Cu 1,5+ ■■■ Cu 1,5+ ]. 

b. Aquisição de elétrons e de prótons 

Postula-se que o sítio de ligação do citocromo c da COX 
esteja em um canto formado entre o domínio globular da 
Subunidade II e a superfície externa da Subunidade I, uma 
vez que essa região está próxima ao sítio Cu A e contém 10 ca- 
deias laterais ácidas, que poderiam interagir com um anel de 
cadeias laterais de Lys, que cerca o núcleo heme do citocro- 
mo c. De fato, a marcação diferencial dos grupos carboxila da 
citocromo c-oxidase, na presença e na ausência de citocromo 

c, demonstram que o citocromo c funciona como um escudo 
para os resíduos invariáveis Asp 112, Glu 114 e Glu 198 da 
Subunidade II (numeração no complexo bovino). O Glu 198 
está localizado entre os dois resíduos de Cys da Subunidade 
II que ligam o Cu A (Fig. 22.25). Essa observação apoia evi- 
dências espectroscópicas que colocam o sítio de ligação do 
citocromo c na Subunidade II bastante próximo do Cu A . 
Adicionalmente, estudos de ligações cruzadas têm mostrado 
que a superfície do citocromo c oposta ao sítio de transferên- 
cia de elétrons interage com a Subunidade III, sugerindo que 
esta também participe na ligação do citocromo c. 

Estudos espectroscópicos com boa resolução temporal 
indicam que um elétron obtido do citocromo c é inicialmen- 
te captado pelo centro Cu A e, a seguir, é transferido para o 
heme a, e não para o heme a 3 , provavelmente devido ao fato 
de que a menor distância Cu A ■■■ heme a (de 11,7 À) é menor 
que a menor distância Cu A heme a 3 (de 14,7 Â). O elétron 



FIGURA 22.26 Modelo sintético do complexo bimiclear ci- 
to cromo a 3 -Cu B . Esta estrutura reduz de forma eficiente 0 2 a 
H 2 0, quando ligada a um eletrodo. O grupo piridina, que liga 
axialmente o íon Fe (parte inferior ) pode ser substituído por um 
grupo imidazol. 

é então rapidamente transferido ao centro binuclear heme 
o 3 -Cu B , onde participa na redução do 0 2 a H 2 0. Observe 
que o quinto ligante do heme a, His 378, está separado do 
quinto ligante do heme a 3 , His 376, por um resíduo apenas 
e, assim, há uma via de transferência de elétrons através das 
ligações que é relativamente curta, entre o heme a e o heme 
a 3 (Fig. 22.25, parte inferior à esquerda). Além disso, a apro- 
ximação máxima entre os dois hemes é de 4 À. 

A COX deve captar, a partir do interior, quatro dos as- 
sim chamados prótons químicos ou escalares para cada mo- 
lécula de 0 2 que é reduzido a H 2 0. Esse processo de quatro 
elétrons está acoplado ao translado de até quatro prótons 
denominados bombeados ou vetoriais, do interior para o ex- 
terior, assim contribuindo para o gradiente de prótons que 
impulsiona a síntese de ATP (Seção 22.3C). Observe que, 
para cada renovação da enzima, 

8H in!eríor + 4 cit c 2 ' + 0 2 > 

4 Cit C 3 + 2H 2 0 + 4H Exterior 

um total de oito cargas positivas são transportadas pela mem- 
brana, contribuindo assim para seu potencial de membrana. 

c. A redução do 0 2 peta citocromo c-oxidase ocorre em 
múltiplas etapas 

A redução do 0 2 a 2H 2 0 pela citocromo c-oxidase ocorre 
no complexo binuclear citocromo a 3 -Cu B (Fig. 22.25). De 
fato, um modelo sintético para esse complexo binuclear (Fig. 
22.26), sintetizado por James Collman, quando ligada a um 
eletrodo catalisa de maneira eficiente a redução do 0 2 a H 2 0. 

A redução do 0 2 mediada pela COX requer, como será vis- 
to, a entrada quase simultânea de quatro elétrons. Entretanto, 
o complexo binuclear a 3 2+ Cu B 1 + , quando completamente re- 
duzido, pode contribuir facilmente com apenas três elétrons 
para o 0 2 que tem ligado, alcançando o estado completamente 
oxidado a 3 ' - Cu B 2 (o citocromo a 3 assume transitoriamente 
seu estado de oxidação Fe [IV] ou ferril durante a redução do 
0 2 ; ver a seguir). Qual a origem do quarto elétron? 
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As estruturas por raios X da COX bovina e da COX de 
P. denitrificans indicam claramente que o ligante His 240 
(numeração da COX bovina) do Cu B estabelece ligações co- 
valentes cruzadas com a cadeia lateral do resíduo conserva- 
do Tyr 244 (Fig. 22.25, parte inferior, à direita ). Isso coloca o 
grupo OH fenólico da Tyr 244 bastante próximo do 0 2 liga- 
do ao heme a 3 , de tal forma que a Tyr 244 pode fornecer o 
quarto elétron, formando transitoriamente um radical tirosil 
(TyrO). De fato, a adição de peróxido à enzima no estado 
de repouso produz um radical tirosil e, além disso, a mutação 
da Tyr 244, pela substituição por uma Phe, inativa a enzima. 
Adicionalmente, radicais tirosil têm sido implicados em di- 
versos processos redox mediados enzimaticamente, incluin- 
do a produção de 0 2 a partir de H 2 0 na fotossíntese (que 
é, em um certo sentido, o reverso da reação da COX; Seção 
24.2Cd) e na reação da ribonucleotídeo-redutase (que con- 
verte NDP a dNDP; Seção 28.3 Aa). O grupo OH fenólico 
da Tyr 244 está a uma distância equivalente a uma ligação 
de hidrogênio do O, ligado à COX e, assim, é um provável 
doador de H + durante a clivagem da ligação O -O. Supõe-se 
que a formação da ligação cruzada covalente diminua tanto 

0 potencial de redução quanto o p K da Tyr 244, desse modo 
facilitando tanto a formação de radical quanto a doação de 
próton (o complexo binuclear sintético, na Fig. 22.26, pode 
funcionar sem um radical tirosil associado, possivelmente 
porque seu eletrodo associado pode fornecer elétrons mais 
rapidamente que o citocromo c pode entregá-los à COX). 

A reação da COX, elucidada em parte por Mârten 
Wikstrõm e Gerald Babcock, utilizando várias técnicas es- 
pectroscópicas, envolve quatro transferências consecutivas 
de um elétron dos sítios Cu A e citocromo a e ocorre como 
segue (Fig. 22.27): 

1 e 2. O complexo binuclear oxidado [Fe(III) a3 - OH~ 
Cu(II) B ] é reduzido para seu estado [Fe(II) ( , 3 Cu(I) B ] por 


duas transferências consecutivas de um elétron do citocromo 
c, via citocromo a e Cu A . Um próton da matriz é adquirido 
concomitantemente e uma molécula de H 2 0 é liberada nesse 
processo. A Tyr 244 (Y — OH) está em seu estado fenólico. 

3. O O, liga-se ao complexo binuclear reduzido, como um 
ligante de seu átomo Fe(II) u3 . O 0 2 liga-se ao heme com 
uma configuração semelhante àquela da oxi-hemoglobina 
(Fig. 10.12). 

4. A redistribuição interna de elétrons rapidamente produz 
o complexo oxiferril [Fe(IV)=0 2 HO~ — Cu(II)], no qual 
a Tyr 244 doou um elétron e um próton para o complexo e, 
assim, assumiu seu estado de radical neutro (Y — O). Este é 
conhecido como composto P, pois pensou-se inicialmente que 
esse estado, identificado de forma espectroscópica, era um 
complexo peroxil. Entretanto, tem sido demonstrado desde 
então que um composto peroxil não participa das etapas da 
reação. O complexo peróxi, mostrado na Fig. 22.25, é um es- 
tado da enzima com “valência mista”, reduzido por dois elé- 
trons, que não pode reduzir o 0 2 além de sua forma peróxi. 

Uma terceira transferência de um elétron do citocromo 
c , j untamente com a aquisição de dois prótons, reconverte a 
Tyr 244 a seu estado fenólico, produzindo o composto F (de 
ferril) e liberando uma molécula de H 2 0. 

6. Uma quarta e última transferência de um elétron e aqui- 
sição de um próton produz o complexo oxidado [Fe(III) u3 
— OH~ Cu(II) B ], completando assim o ciclo catalítico. 

A COX apresenta geralmente uma frequência de 100 a 200 
renovações por segundo, de modo que um ciclo catalítico 
ocorre em apenas uns poucos milissegundos. Observe que a 
reação da COX ocorre sem a liberação de espécies reativas 
parcialmente reduzidas de oxigênio (EROs) de seu sítio ati- 
vo, os quais seriam compostos prejudiciais. As posições nas 
quais os prótons parecem ser bombeados da matriz (ou do 



h 2 0 


FIGURA 22.27 Sequênda de reações proposta para a redução do O z pelo complexo binuclear dtocromo a 3 -Cu B da citocromo c- 
-oxidase. As etapas indicadas por números são discutidos no texto. A reação global é extremamente rápida, completando-se em 
~T ms à temperatura ambiente. (Modificada a partir de Babcock, G.T., Proc. Natl Acad. Sei. 96, 12971 [1999].) 
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citoplasma bacteriano) para o espaço intermembranas (ou 
espaço periplásmico nas bactérias) correspondentes a essa 
proposta de ciclo catalítico estão discutidas na Seção 22.3B . 
Deve-se ter em mente, entretanto, que alguns detalhes desse 
ciclo são incertos e/ou contestados e, desse modo, ele conti- 
nua a ser um tema de investigação. 

d. Os Complexos I, til e IV formam supercomplexos 
Por muitos anos, a ideia amplamente aceita era que os com- 
plexos da cadeia respiratória eram móveis lateralmente den- 
tro da membrana mitocondrial interna e, assim sendo, não 
se associavam. No entanto, o desenvolvimento de métodos 
para separar com delicadeza os componentes da membrana 
mitocondrial interna tornou cada vez mais claro que esses 
complexos proteicos já grandes formam supercomplexos. 
De fato, vários supercomplexos de diversos organismos têm 
sido caracterizados, incluindo III 2 IV 2 de levedura, IJIL, de 
bovinos e de Arabadopsis thaliana (uma planta) e IjIiyVj 
de bovinos (nos quais, por exemplo, IV, representa um pro- 
tômero do Complexo IV). Imagens baseadas em microscopia 
eletrônica, como na Fig. 22,28, indicam que monômeros do 
Complexo IV associam-se com dímeros do Complexo III, o 
que limita em < 40 Â a distância que o citocromo c deve 
atravessar para transportar um elétron do Complexo III ao 
Complexo IV. Do mesmo modo, a associação do Complexo 
III com o Complexo I reduz a distância ao longo da qual a 
CoQHj deve difundir entre esses dois complexos. Esses com- 
plexos supermoleculares aparentemente funcionam no sen- 
tido de aumentar a eficiência do transporte de elétrons pela 
canalização dos intermediários, uma conclusão apoiada por 
medidas cinéticas. Observe que nenhum desses supercom- 
plexos contém o Complexo II, o que também está de acordo 
com medidas cinéticas. 



FiGURA 22.28 Acoplamento entre o transporte de elétrons 
(seta verde) e a síntese de ATP. H é bombeado para fora da 
mitocôndria pelos Complexos I, III e IV da cadeia transpor- 
tadora de elétrons (setas azuis), gerando assim um gradiente 
eletroquímico entre os dois lados da membrana mitocondrial 
interna. O retorno exergônico desses prótons para a matriz im- 
pulsiona a síntese de ATP ( seta vermelha). Observe que a mem- 
brana mitocondrial externa é permeável a moléculas pequenas 
e a íons pequenos, incluindo o H . jfb Ver Figuras animadas 


3 FOSFORILAÇÃO OXI D ATI VA 

A síntese endergônica de ATP a partir de ADP e P. na mi- 
tocôndria, que é catalisada, como será visto, por uma ATP- 
-sintase transladadora de prótons (Complexo V), é impul- 
sionada pelo processo de transporte de elétrons. Ainda as- 
sim, uma vez que o Complexo V é fisicamente distinto das 
proteínas que fazem a mediação do transporte de elétrons 
(Complexos I a IV), a energia livre liberada pelo transporte 
de elétrons deve ser conservada em uma forma que a ATP- 
sintase possa utilizar. Tal conservação de energia é denomi- 
nada acoplamento de energia ou transdução de energia. 

A caracterização física do acoplamento energético mos- 
trou-se um procedimento surpreendentemente difícil; muitas 
ideias sensatas e, em geral, engenhosas falharam, não resis- 
tindo aos testes de verificação experimental. Nesta seção, 
serão examinadas inicialmente algumas das hipóteses que 
foram formuladas para explicar o acoplamento do trans- 
porte de elétrons com a síntese de ATP. Serão estudados a 
seguir os mecanismos acopladores que acumularam maiores 
evidências experimentais a seu favor, será analisado o me- 
canismo pelo qual o ATP é sintetizado pela ATP-sintase e, 
finalmente, será discutido como o transporte de elétrons e a 
síntese de ATP podem ser desacoplados. 

A Hipóteses do acoplamento energético 

Nos mais de 70 anos em que o transporte de elétrons e 
a fosforilação oxidativa têm sido estudados, numerosos 
mecanismos têm sido propostos para explicar como esses 
processos estão acoplados. Nos parágrafos seguintes, serão 
examinados os mecanismos que receberam maior atenção 
experimental. 

L A hipótese do acoplamento químico. Em 1953, Edward 
Slater formulou a hipótese do acoplamento químico, na qual 
propõe que o transporte de elétrons produziria intermediá- 
rios reativos cuja quebra subsequente induziria a fosforila- 
ção oxidativa. Foi visto, por exemplo, que tal mecanismo é 
responsável pela síntese de ATP na glicólise (Seções 17.2G 
e 17.2J). Assim, a oxidação exergônica do gliceraldeído-3- 
-fosfato pelo NAD produz 1,3-bifosfoglicerato, um acil-fos- 
fato reativo (de “alta energia”), cujo grupo fosforila é então 
transferido ao ADP para formar ATP, na reação da fosfogli- 
cerato-cinase. A dificuldade com esse mecanismo para a fos- 
forilação oxidativa, que levou ao abandono dessa hipótese, 
foi que, apesar dos esforços intensos feitos em numerosos la- 
boratórios ao longo de muitos anos, não foram identificados 
intermediários reativos adequados. 

2. A hipótese do acoplamento conformacional. A hipóte- 
se do acoplamento conformacional, formulada em 1964 por 
Paul Boyer, propõe que o transporte de elétrons determina 
que as proteínas da membrana mitocondrial interna assu- 
mam estados conformacionais “ativados”, ou “energizados”. 
Essas proteínas estão de algum modo associadas à ATP- 
-sintase, de forma que seu relaxamento, voltando à con- 
formação não ativada, transfere a energia para a síntese de 
ATP. Assim como no caso da hipótese do acoplamento quí- 
mico, a hipótese do acoplamento conformacional encontrou 
pouco apoio experimental. Entretanto, um acoplamento 
conformacional de um tipo diferente parece estar envolvido 
na síntese de ATP (Seção 22. 3 Cd). 
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3. A hipótese quimiosmótica. A hipótese quimiosmótica, 

proposta em 1961 por Peter Mitchell, estimulou conside- 
rável controvérsia, assim como muita pesquisa, e é atual- 
mente o modelo mais consistente com as evidências ex- 
perimentais. Essa hipótese postula que a energia livre do 
transporte de elétrons é conservada pelo bombeamento de 
H da matriz mitocondrial para o espaço intermembranas, 
de modo a criar um gradiente eletroquímico de H entre os 
dois lados da membrana mitocondrial interna. O potencial 
eletroquímico desse gradiente é aproveitado para a síntese de 
ATP (Fig. 22.29). 

Diversas observações-chave são explicadas pela hipótese 
quimiosmótica: 

(a) A fosforilação oxidativa requer que a membrana mi- 
tocondrial interna esteja íntegra. 

(b) A membrana mitocondrial interna é impermeável a 
íons, tais como H , OH”, K e Cl”, cuja difusão livre 
desfaria um gradiente eletroquímico. 

(c) O transporte de elétrons resulta no transporte de H + 
para fora da mitocôncria intacta, criando assim um 
gradiente eletroquímico mensurável entre os dois la- 
dos da membrana mitocondrial interna. 

(d) Compostos que aumentam a permeabilidade da 
membrana mitocondrial interna a prótons, dissi- 
pando assim o gradiente eletroquímico, permitem 
a continuidade da passagem de elétrons (da oxida- 
ção de NADH e de succinato), mas inibem a síntese 
de ATP; isto é, eles “desacoplam” o transporte de 
elétrons da fosforilação oxidativa. Por sua vez, um 
aumento na acidez do lado de fora da membrana mi- 
tocondrial interna estimula a síntese de ATP. 

No restante desta seção, serão examinados os mecanis- 
mos pelos quais o transporte de elétrons pode resultar no 
translado de prótons e como um gradiente eletroquímico 
pode interagir com a ATP-sintase para impulsionar a sín- 
tese de ATP. 


B. Produção do gradiente de prótons 

O transporte de elétrons, como será visto, faz os Complexos 
I, III e IV transportar prótons pela membrana mitocondrial 
interna a partir da matriz, região de baixa [H] e potencial 
elétrico negativo, para o espaço intermembranas (que está 
em contato com o citosol), região de alta [H j e potencial elé- 
trico positivo (Fig. 22.14). A energia livre sequestrada pelo 
gradiente eletroquímico resultante (a qual, por analogia ao 
termo força eletromotriz [fem] , é denominada força próton- 
-motriz [fpmj) é utilizada para a síntese de ATP. 

a. O bombeamento de prótons é um processo endergônico 

A variação de energia livre no transporte de um próton para 
fora da mitocôndria contra um gradiente eletroquímico é ex- 
pressa pela Equação [20.3], que, em termos de pH, é 

AG = 2,3 RT[pH(intemo) pH (externo)] + Z2£ A^P [22.1] 

em que Z é a carga do próton (incluindo o sinal), 3^ é a cons- 
tante de Faraday e AG é o potencial de membrana. A con- 
venção para o sinal de AG é que, quando um íon positivo é 
transportado, do lado negativo para o positivo, AG é positi- 
vo. Uma vez que o pH (externo) é menor que o pH (interno), 
a exportação de prótons a partir da matriz mitocondrial 
(contra o gradiente de prótons) é um processo endergônico. 
Além disso, o transporte de prótons para fora da matriz torna 
a superfície interna da membrana interna mais negativa que a 
superfície externa. O transporte de um íon positivo para fora 
é, consequentemente, associado com AG positivo e com um 
aumento da energia livre (processo endergônico) , enquan- 
to o transporte de um íon negativo para fora leva ao resul- 
tado oposto. Obviamente, é sempre necessário descrever a 
polaridade da membrana ao especificar-se um potencial de 
membrana. 

O potencial de membrana medido entre os dois lados da 
membrana interna de uma mitocôndria de fígado, por exem- 
plo, é 0,168 V (negativo no lado interno; corresponde a um 
campo elétrico de —210.000 V * cm” 1 , ao longo de sua espes- 



rríitocon 


Membrana 

extern a . 


rmembranas 


condriaí 


Membrana 
interna _ 


Baixa [H ] 


FIGURA 22.29 Acoplamento entre o transporte de elétrons ( seta verde) e a síntese de ATF. H é bombeado para fora da mito- 
côndria pelos Complexos I, III e IV da cadeia transportadora de elétrons ( setas azuis), gerando assim um gradiente eletroquímico 
entre os dois lados da membrana mitocondrial interna. O retomo exergônico desses prótons para a matriz impulsiona a síntese de 
ATP (seta vermelha). Observe que a membrana mitocondrial externa é permeável a moléculas pequenas e a íons pequenos, in- 
cluindo o H . Ver Figuras animadas 
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sura de —80 À). O pH da matriz é 0,75 unidade maior que o 
pH do espaço intermembranas. O AG para o transporte de 
prótons para fora dessa matriz mitocondrial é, portanto, 21 ,5 
kJ • mor 1 . 

b. É necessária a passagem de cerca de três prótons para a 
síntese de um ATP 

A energia livre calculada para a síntese fisiológica de uma 
molécula de ATP, cerca de +40 a +50 kl * mol é muito 
grande para ser fornecida pela passagem de um único próton 
de volta para a matriz mitocondrial; pelo menos dois prótons 
são necessários. Esse número é difícil de ser medido com 
precisão, em parte porque o transporte de prótons tende a 
vazar de volta para a matriz, pela membrana mitocondrial. 
Entretanto, muitas estimativas indicam que cerca de três 
prótons são passados para cada ATP sintetizado. 

c. Dois mecanismos foram propostos para o transporte de 
prótons 

Três dos quatro complexos transportadores de elétrons, 
os Complexos I, III e IV, estão envolvidos no translado de 
prótons. Dois mecanismos foram sugeridos para acoplar a 
energia livre do transporte de elétrons ao transporte ativo 
de prótons: o mecanismo da alça redox e o mecanismo de 
bombeamento de prótons. 

d. O mecanismo da alça redox 

Esse mecanismo, proposto por Mitchell, requer que os cen- 
tros redox da cadeia respiratória (FMN, CoQ, citocromos e 
centros ferro-enxofre) estej am arranj ados na membrana de 
tal forma que a redução envolveria um centro redox aceitan- 
do simultaneamente et H ' do lado da membrana voltado 
para a matriz. A reoxidação desse centro redox pelo próxi- 
mo centro na cadeia envolveria a liberação dos tT no lado 
citosólico da membrana, j untamente com a transferência de 
elétrons de volta para o lado da matriz (Fig. 22.30). O fluxo 
de elétrons de um centro para o próximo produziria então o 
translado líquido de FT e a criação de um gradiente eletro- 
químico (AG e ApH) . 

O mecanismo da alça redox requer que o primeiro car- 
reador redox contenha mais átomos de hidrogênio em seu 
estado reduzido que em seu estado oxidado e que o segun- 
do carreador não apresente diferenças em seu conteúdo de 
átomos de hidrogênio entre os estados reduzido e oxidado. 
Esses requisitos são satisfeitos na cadeia de transporte de 
elétrons? Alguns dos carreadores redox, FMN e CoQ, de 
fato, contêm mais átomos de hidrogênio em seus estados re- 
duzidos que em seus estados oxidados e, portanto, podem 
qualificar-se tanto como carreadores de prótons quanto de 
elétrons. Se esses centros estivessem alternados espacial- 
mente com carreadores apenas de elétrons (citocromos e 
centros ferro-enxofre), tal mecanismo poderia ser conve- 
nientemente acomodado. 

A principal dificuldade com o mecanismo da alça redox 
envolve a falta de carreadores de (H f + e ), que possam al- 
ternar- se com carreadores apenas de elétrons. Enquanto a 
cadeia transportadora de elétrons apresenta cerca de 15 car- 
readores apenas de e~ (até oito proteínas ferro-enxofre, 5 ci- 
tocromos e 2 centros Cu), ela possui apenas 2 carreadores de 
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FIGURA 22.30 Mecanismo de alça redox para o translado 
de prótons ligado ao transporte de elétrons. AH 2 representa 
carreadores (H + e ), tais como FMNH 2 e CoQH 2 , enquanto 
B representa carreadores puramente de elétrons, tais como 
centros ferro-enxofre e citocromos. Esses componentes estão 
arranjados de modo a requerer que o transporte de elétrons 
seja acompanhado pelo translado de H + . 

(H + + e”). O fato de que há três complexos com variações de 
potencial redox padrão suficientemente grandes para forne- 
cer energia livre para a síntese de ATP sugere a necessidade 
de pelo menos três carreadores redox para o transporte de 
prótons. Como será visto, entretanto, há, de fato, três sítios 
de transporte de prótons, mas apenas 2 carreadores redox 
para o transporte de prótons. São empregados, portanto, 
tanto o mecanismo da alça redox, quanto o mecanismo do 
bombeamento de prótons (discutido a seguir). 

e. O Complexo III bombeia prótons via ciclo Q, um tipo de 
alça redox 

jfl. Ver Exploração guiada 20: O ciclo Q Mitchell postulou que o 
Complexo III funciona de modo a permitir que uma molé- 
cula de CoQt^ (carreador de dois elétrons) reduza sequen- 
cialmente duas moléculas de citocromo c (carreador de um 
elétron) enquanto transporta quatro prótons. Isso ocorre via 
um mecanismo modificado de alça redox, envolvendo uma 
bifurcação notável do fluxo de elétrons da CoQH 2 para o 
citocromo c l e para o citocromo b. É por meio desse ciclo, 
denominado ciclo Q, que o Complexo III bombeia prótons 
da matriz para o espaço intermembranas. 

A essência do ciclo Q é que a CoQH 2 sofre uma reo- 
xidação em dois ciclos, em que a semiquinona Q* é um in- 
termediário estável. Isso envolve dois sítios de ligação inde- 
pendentes para a coenzima Q: Q 0 , que liga CoQH 2 e está 
localizado entre a PFE e o heme b L , próximo ao espaço in- 
termembranas (Fig. 22.23); e Q., que liga tanto Q* quanto 
CoQ, e está localizado próximo ao heme b R , nas vizinhanças 
da matriz. No primeiro ciclo (Fig. 22.31 a), a CoQH 2 , redu- 
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zida pelos Complexos I e II, no lado voltado para a matriz 
da membrana mitocondrial interna (1), difunde através da 
membrana para o lado citoplasmático, onde se liga ao sítio 
Q„ (2). Aü, ela transfere um de seus elétrons para a PFE 
(3), liberando seus dois prótons no espaço intermembranas 
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FIGURA 22.31 O delo Q. O ciclo Q é um ciclo de transporte 
de elétrons no Complexo III que é responsável pelo translado 
de H durante o transporte de elétrons do citocromo b para 

0 citocromo c: o conjunto completo do ciclo compreende, na 
verdade, dois ciclos, o primeiro («) compreendendo as Reações 

1 a 7 e o segundo ( b ) compreendendo as Reações 1 a 6 e 8. 

(1) A coenzima QH 2 é suprida com elétrons pelo Complexo I, 
no lado da membrana voltado para a matriz. (2) QH 2 difunde 
para o lado externo da membrana. (3) QH 2 reduz a proteína 
ferro-enxofre (PFE) de Rieske, formando a semiquinona Q- e 
liberando 2H 1 . PFE prossegue, reduzindo o citocromo c v (4) 
Q- reduz o heme b L , formando coenzima Q. (5) Q difunde para 
o lado da matriz. (6) O heme b L reduz o heme b H . (7, apenas no 
ciclo 1) Q é reduzida para Q* pelo heme b a . (8, apenas no ciclo 
2) Q - é reduzida a QH 2 pelo heme b H . (Segundo Trumpower, 
B.L., /. Biol. Chem. 265, 11410 [1990].) 


e produzindo O 7 . A PFE, então, reduz o citocromo q, en- 
quanto a O* transfere seu elétron remanescente para o heme 
b L (4) , resultando na CoQ completamente oxidada. O heme 
b L então reduz o heme b u (6). A CoQ da Etapa 4 é liberada 
do sítio Q 0 e difunde de volta, pela membrana, para ligar-se 
novamente ao sítio Q ; (5), onde recolhe o elétron do heme b u 
(7), reconvertendo -se à forma de semiquinona, Q 7 . Assim, a 
reação para o primeiro ciclo é 

CoQH 2 + citocromo q(Fe 3 ") > 

Q- + citocromo q(Fe 2- ) + 2H ~ (exterior) 

No segundo ciclo (Fig. 22.31b), uma outra CoQH, re- 
pete as Etapas 1 a 6: um elétron reduz a PFE e a seguir o ci- 
tocromo q . O outro elétron reduz sequencialmente o heme 
b L e, então, o heme b u . Esse segundo elétron então reduz 
a Q 7 do sítio Q i5 produzida no primeiro ciclo ( 8 ), gerando 
CoQH 2 . Os prótons captados nessa última etapa originam- 
-se da matriz mitocondrial. A reação para o segundo ciclo 
é, portanto, 

CoQH 2 f Q r + citocromo q(Fe 3 ) +2FI ( matriz ) > 

CoQ + CoQH 2 + citocromo q(Fe 2 ) + 2H (exterior) 

Para cada duas CoQH 2 que entram no ciclo Q, uma 
CoQH 2 é regenerada. A combinação de ambos os ciclos, nos 
quais dois elétrons são transferidos da CoQH 2 para o citocro- 
mo q, resulta na reação global a seguir: 

CoQH 2 + 2 citocromo q(Fe 3 + ) + 2H (matriz) * 

CoQ + 2 citocromo q(Fe 2- ) + 4H (exterior) 

Estudos por raios X do Complexo III fornecem evidên- 
cias diretas da existência independente dos sítios Q 0 e Q,. Os 
agentes antifúngicos mixotiazol e estígmatelina, 
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que bloqueiam o fluxo de elétrons da CoQH 2 para a PFE e para 
o heme b L (Etapas 3 e 4 de ambos os ciclos), ligam-se a um 
bolsão dentro do citocromo b, entre a PFE e o heme b L (Fig. 
22.23). Evidentemente, esse bolsão de ligação se sobrepõe ao 
sítio Q 0 . Da mesma maneira, a antimicina (Seção 22.2Ba), que 
bloqueia o fluxo de elétrons do heme b H para CoQ e Q* (Etapa 
7 do Ciclo 1 e Etapa 8 do Ciclo 2), liga-se a um bolsão próximo 
ao heme b H , assim identificando esse bolsão como sítio Qj. 

A rota em circuitos da transferência de elétrons no 
Complexo III está condicionada à capacidade da coenzima Q 
de difundir-se no interior hidrofóbico da membrana, a fim de 
poder ligar-se a ambos os sítios, Q 0 e Q ; . Esse processo é faci- 
litado por uma porção côncava na superfície da região trans- 
membrana do citocromo b, que contém Q 0 de um protômero e 
Qj de outro. Quando a CoQH 2 é oxidada, duas moléculas redu- 
zidas de citocromo c e quatro prótons aparecem no lado exter- 
no da membrana. Assim, o transporte de prótons pelo ciclo Q 
segue o mecanismo da alça redox para o transporte de prótons, 
no qual o próprio centro redox (CoQ) é o carreador de pró- 
tons. Como será visto a seguir, entretanto, os Complexos I e IV 
seguem um mecanismo diferente para o transporte de prótons, 
o mecanismo de bombeamento de prótons. 

f. A bifurcação do fluxo de elétrons através do ciclo Q ocorre 
por meio do movimento de um domínio 

Por que a Q 7 ligada ao sítio Q, reduz exclusivamente o heme 
b L (Etapa 4 do ciclo Q) em vez do centro de Rieske [2Fe-2S] 
da PFE, apesar da maior diferença de potencial de redução 
ití%) favorecendo essa última reação (Tabela 22.1)? A res- 
posta a essa questão dá uma ideia fascinante dos mecanis- 


mos internos de funcionamento do Complexo III. Embora 
a ligação da estigmatelina e do mixotiazol ao sítio Q 0 sejam 
mutuamente excludentes, esses inibidores afetam o sítio de 
modo diferente: a estigmatelina altera o espectro e as pro- 
priedades redox do centro de Rieske [2Fe-2S] da PFE, e 
impede este último de oxidar o citocromo c ] , enquanto o mi- 
xotiazol não interage com a PFE, mas, em vez disso, desloca 
o espectro do heme ò L . Evidentemente, a estigmatelina é um 
análogo da CoQH 2 , enquanto o mixotiazol mimetiza a Q 7 . 

Estruturas por raios X do Complexo III revelam que seu 
sítio Q c é um bolsão bifurcado, no qual a estigmatelina liga-se 
próxima à interface de ancoramento da PFE (ver a seguir), 
enquanto o mixotiazol liga-se na vizinhança do heme b L (Fig. 
22.32; suas ligações ao sítio Q c são mutuamente excludentes, 
pois suas caudas hidrofóbicas iriam se sobrepor). Além disso, 
o domínio globular contendo o centro [2Fe-2S] de Rieske 
da PFE (Fig. 22.23, parte superior ) é conformacionalmente 
móvel, e assume um estado conformacional que é controlado 
pelo estado do ligante do sítio Q 0 . Ele se liga ao citocromo 
b próximo ao sítio do heme b L quando a estigmatelina está 
ligada ao sítio Q 0 , mas oscila (por meio de um movimento 
de —57° que deixa intacta sua estrutura terciária) em —20 
À para ligar-se ao citocromo c v próximo ao heme c, quan- 
do mixotiazol está ligado ao Q 0 . Aparentemente, o domínio 
globular da PFE funciona para lançar um elétron da CoQH 2 , 
que está ligada ao Q 0 , próxima da interface de ancoramento 
da PFE, para o heme c, , por meio da oscilação mecânica, en- 
tre um e outro desses sítios, do centro de Rieske [2Fe— 2S] 
reduzido. A Q 7 resultante desloca-se para a posição próxima 
ao heme b L (provavelmente via uma rotação sobre uma liga- 
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FIGURA 22.32 Estrutura por raios X do sítio de ligação de Q 0 do complexo citocromo bc 1 de galinha ocupado por inibidores. As es- 
truturas mostram (a) o complexo com estigmatelina e (b) o complexo com mixotiazol. A superfície da proteína (em branco) foi remo- 
vida para mostrar o bolsão Q u . O heme b L (parte superior, à direita) é mostrado em forma de esferas e bastões com C em cinza, N em 
azul, O em vermelho e Fe em cor de bronze. Na Parte a , a estigmatelina é desenhada como um modelo em bastões (C em amarelo) 
e seu volume é representado pela superfície pontilhada. O centro de Rieske [2Fe— 2S] (parte inferior à esquerda) é representado por 
esferas douradas e o domínio PFE ao qual está ligado é desenhado como uma fita em ciano. Observe que a His 161, que é um ligante 
do centro de Rieske [2Fe-2S], forma uma ligação de hidrogênio com a estigmatelina. Na Parte b, o mixotiazol é desenhado como um 
modelo de bastões com C em cor de laranja. Observe que a porção do mixotiazol que mimetiza a semiquinona liga-se ao Q () próxima 
ao heme b L , enquanto a sua cauda hidrofóbica ocupa a mesma posição da estigmatelina. Observe também que o centro [2Fe-2S] que 
contém o domínio PFE não é visível neste diagrama; ele foi girado em proximidade com o citocromo c v (Cortesia de Antony Crofts, 
University of Illinois em Urbana - Champagne, e Edward Berry, University of Califórnia em Berkeley, EUA. PDBid 3BCC.) 
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ção que conecta o anel semiquinona a sua cauda não polar), 
o qual é, então, reduzido. Assim, a Q* é incapaz de reduzir a 
PFE (após ter reduzido o citocromo cj, pois está muito dis- 
tante para fazê-lo. Esse novo mecanismo é evidenciado pela 
observação de que a inserção, por mutagênese, de uma liga- 
ção dissulfeto, seja dentro da PFE ou entre ela e o citocromo 
b, diminui enormemente a atividade do Complexo III, mas 
a atividade é restaurada pela exposição a agentes redutores. 

g. 0 mecanismo de bombeamento de prótons 
O Complexo IV (COX) transporta quatro prótons da matriz 
para o espaço intermembranas, para cada 0 2 que ele reduz 
(2FT por par de elétrons; Fig. 22.14). Ele não apresenta trans- 
portadores de (H + e ~ ) e, portanto, não pode fazê-lo por 
meio de um sistema em alça redox (semelhante ao ciclo Q). 
Em vez disso, ele o faz, como será visto, por meio de um me- 
canismo de bombeamento de prótons (Fig. 22.33), que não 
requer que os próprios centros redox sejam os carreadores 
de H . Nesse modelo, a transferência de elétrons resulta em 
alterações conformacionais no complexo. O translado unidire- 
cional de prótons ocorre como resultado da influência dessas 
alterações conformacionais sobre os pKs de cadeias laterais de 
aminoácidos e de sua exposição que se alterna entre os lados 
interno e externo da membrana. Foi visto anteriormente que a 
conformação pode influenciar o pK. O efeito Bohr na hemo- 
globina, por exemplo, é o resultado de alterações conforma- 
cionais induzidas pela ligação do 0 2 , que causa alterações de 
pX em grupos acidobásicos das proteínas (Seção 10.2E) . Se 
tal proteína estivesse localizada em uma membrana e se, além 
da mudança no p K, as alterações conformacionais mudassem 
o lado da membrana ao qual estivesse exposta a cadeia lateral 
do aminoácido afetado, tería-se como resultado o transporte 
de H e o sistema seria uma bomba de prótons. 

Tenha em mente que prótons, sendo núcleos atômi- 
cos, devem estar sempre associados com moléculas ou íons. 
Consequentemente, um próton não pode ser transportado por 
uma membrana do mesmo modo que um íon K ~ . Em vez dis- 
so, os prótons são transladados efetuando ligações ao longo de 
cadeias de grupos unidos por ligações de hidrogênio na pro- 
teína de transporte, da mesma forma pela qual os íons hidrô- 
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FIGURA 22.33 Mecanismo de bombeamento de prótons no 
translado de prótons ligado ao transporte de elétrons. Em 

cada um dos sítios de translado de H ", n prótons ligam-se a 
cadeias laterais de aminoácidos no lado da membrana voltado 
para a matriz (lado interno). A redução causa uma alteração 
conformacional que diminui os pKs dessas cadeias laterais e os 
expõe do lado citosólico (lado externo) da membrana, onde os 
prótons se dissociam. A reoxidação resulta em uma alteração 
conformacional que restaura a conformação original da bomba. 
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nio migram através de uma solução aquosa (Fig. 2.10), ou seja, 
eles se movem ao longo de um “circuito de prótons” (Seção 
21.2A1). Diferente de um cabo em um circuito elétrico, entre- 
tanto, não é preciso que todos os elementos de um circuito de 
prótons estejam conectados ao mesmo tempo e, além disso, 
moléculas de água internas, que nem sempre aparecem em 
estruturas por raios X, são provavelmente partes integrais do 
circuito de prótons. Assim, a elucidação da via exata do trans- 
porte de prótons por uma proteína é um tarefa difícil e incerta. 
Observe que o bombeamento de prótons, como outros siste- 
mas de transporte ativo, deve ter um portão, para impedir o 
vazamento de prótons de volta à matriz através da bomba, o 
que causaria um curto-circuito do sistema. 

h. A bacteriorrodopsina é uma bomba de prótons estimulada 
pela luz 

Entre as bombas de prótons conhecidas, a mais simples e me- 
lhor caracterizada é a proteína intrínseca de membrana bac- 
teriorrodopsina, do Halobacterium halobium. Ela consiste 
principalmente em sete hélices transmembrana, A a G, que 
formam um canal central polar (Seção 12.3Ab). Esse canal 
contém um grupo prostético retinal, que está covalentemen- 
te ligado, por meio de uma base de Schiff pro tonada, à Lys 
216 e que se estende a partir da hélice G (Fig. 12.24). A pro- 
teína obtém a energia livre necessária para o bombeamento 
unidirecional de prótons a partir da absorção de um fóton 
pelo retinal. Isso inicia uma sequência de eventos na qual a 
proteína aj usta sua conformação por meio de intermediários 
sucessivos, caracterizados de forma espectroscópica, desig- 
nados J, K, L, M, N e O, à medida que o sistema volta a seu 
estado basal ao longo de um período de —10 ms. O resulta- 
do desse ciclo é o translado líquido de um próton a partir 
do citoplasma para o meio extracelular, assim convertendo 
a energia da luz em uma força próton-motriz. O mecanismo 
desse processo, que ainda não é completamente compreen- 
dido, foi elucidado por meio de estudos estruturais detalha- 
dos, estudos utilizando mutação e estudos espectroscópicos 
com resolução temporal, desenvolvidos em diversos labora- 
tórios, conforme resumido na Fig. 22.34 e descrito a seguir. 

1. Ao absorver um fóton, o estado basal do retinal todo-fra/is 
fotoisomeriza para sua forma 13-ciy. Esse é um processo com 
múltiplas etapas, que passa rapidamente (em ~3 ps) pelos es- 
tados J e K. A extremidade livre do retinal, que agora sofreu 
uma rotação ao redor da nova ligação dupla cis, move-se em 
relação ao esqueleto proteico, de forma que o grupo metil C13 
do retinal e seu átomo 04 movem-se em direção à parte inter- 
na, por 1,3 e 1,7 Á, respectivamente. Isso produz o estado L. 

2. Ajustes conformacionais posteriores produzem o estado 
M. Aqui, o átomo de N da base de Schiff sofreu uma rotação, 
mudando de sua posição no estado basal, no qual está unido 
por uma ligação de hidrogênio a uma molécula de água inter- 
na, para uma posição em que está voltado em direção à face 
interna da proteína, na vizinhança das cadeias laterais hidrofó- 
bicas da Vai 49 e da Leu 93. Isso reduz o p K da base de Schiff 
protonada. Em contraste, o p K do Asp 85 aumenta. Isso ocor- 
re porque, no estado basal, o Asp 85 funciona efetivamente 
como o íon de sinal contrário próximo à base de Schiff pro- 
tonada e participa na rede de ligações de hidrogênio com três 
moléculas de água internas, porém, no estado M, está apenas 
associado a uma única molécula de água. Consequentemente, 
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FIGURA 22.34 Bomba de prótons da bacteriorrodopsina. 

Ver o texto para uma descrição desse mecanismo. A proteína 
é representada por suas sete hélices transmembrana, de A a G 
(com as hélices D e E omitidas para maior clareza em todas as 
representações, com exceção do painel superior, à esquerda), e 
diversas cadeias laterais importantes para o mecanismo da rea- 
ção. O retinal é desenhado com a cor aproximada do complexo, 
em seus vários estados caracterizados de forma espectroscópi- 
ca. Setas vermelhas indicam movimento de prótons, setas azuis 
indicam movimentos de grupos de átomos e a “pá” ligada à hé- 
lice F representa cadeias laterais volumosas, que devem mover- 
-se para abrir o canal citoplásmico. (Segundo Kühlbrandt, W., 

N ature 406, 569 [2000].) 

a base de Schiff causa a protonação do Asp 85. Esse processo é 
facilitado por um leve movimento da hélice C, que traz o Asp 
85 para mais perto do átomo N da base de Schiff. O retinal sem 
o próton distende-se e, ao fazê-lo, move-se para cima (em di- 
reção ao lado interno) por 0,7 a 1,0 Á. Ele assim é empurrado 
contra a hélice F, fazendo com que sua porção de dentro (cito- 
plasmática) sofra uma inclinação para fora do canal por —3,5 
Á, sendo parcialmente substituída pela hélice G. 

3. O movimento da hélice F abre o canal central no lado 
de dentro da membrana, permitindo a entrada de diversas 
moléculas de água, que formam uma cadeia de ligações de 
hidrogênio entre o Asp 96 e a base de Schiff. Uma dessas 
moléculas de água estabelece uma ligação de hidrogênio com 
o Asp 96, diminuindo o seu p K. Isso possibilita que o Asp 96 
doe um próton à base de Schiff, com a intermediação da ca- 
deia de moléculas de água unidas por ligações de hidrogênio, 
produzindo assim o estado N. 


4. O Asp 96 recebe novamenle um próton, a partir da solu- 
ção citoplasmática. As alças que formam a superfície interna 
da bacteriorrodopsina apresentam numerosos resíduos carre- 
gados que, assim, parecem funcionar como “antenas”, para 
captar prótons do meio citoplasmático, alcalino. O Asp 85 
transfere seu próton ao meio extracelular, por meio de uma 
rede de ligações de hidrogênio que inclui diversas moléculas de 
água ligadas. Esse processo é facilitado por um deslocamento 
prévio de 1,6 Á da cadeia lateral da Arg 82 em direção a um 
complexo de resíduos que inclui Glu 194 e Glu 204, assim re- 
duzindo o pK desse complexo. O retinal então relaxa, por meio 
do estado O, para sua forma original todo-írans e as hélices F e 
G voltam às suas posições originais, assim formando novamen- 
te o estado basal da proteína e completando o ciclo catalítico. 

O retinal, que ocupa o centro do canal proteico, atua assim 
como uma válvula de prótons de uma única via. A natureza 
vetorial desse processo surge em função dessa série de altera- 
ções conformacionais unidirecionais realizadas pelo retinal fo- 
toexcitado, na medida em que ele relaxa para seu estado basal. 
Os principais movimentos da proteína no bombeamento de 
prótons são notavelmente pequenos, envolvendo movimentos 
de grupos de —1 Á ou menores, em resposta ao flexionamen- 
to do retinal induzido pela luz. Ainda assim, esse movimentos 
causam alterações de p K em vários resíduos, as quais facilitam 
a transferência de prótons, assim como o estabelecimento e a 
quebra de redes de ligações de hidrogênio entre grupos pro- 
téicos e moléculas de água, na sequência adequada para trans- 
portar um próton. Um mecanismo semelhante provavelmente 
opere na COX, no entanto ali as mudanças conformacionais 
são induzidas por reações redox e não por fotoexcitação. 

L A COX apresenta dois canais de translado de prótons 
Dois canais, candidatos para o translado de prótons do lado 
interno para a vizinhança do centro redutor de 0 2 , foram 
descritos na COX bovina, na de P. denitrificans e na de Rb. 
sphaeroides (Fig. 22.35). Esses canais, ambos contidos na 
Subunidade I, são designados canais K e D, em função de 
seus respectivos resíduos-chave (K319 e D91, segundo o es- 
quema de numeração da COX bovina, que será usada na dis- 
cussão a seguir). Ambos os supostos canais são semelhantes, 
quanto ao caráter, ao canal presente na bacteriorrodopsina, 
pois consistem em cadeias de grupos proteicos ligados por li- 
gações de hidrogênio e por grupos proteicos potencialmente 
capazes de estabelecerem ligações de hidrogênio, moléculas 
de água ligadas e cavidades preenchidas com água. 

O canal K situa-se desde K319, que está exposto no lado 
interno, a Y244, o resíduo proposto como substrato para 
doação de elétron e próton na reação que forma o estado P 
(Etapa 4 da Fig. 22.27). O mutante K319M apresenta uma 
atividade extremamente baixa (< 0,05% em comparação ao 
tipo selvagem), que não é aumentada se forem fornecidos 
prótons adicionais ao lado interno. Assim sendo, parece que 
o canal K não está conectado ao suposto canal de saída (Fig. 
22.35) que leva para o lado externo. Parece então provável 
que o canal K funcione apenas para fornecer prótons quími- 
cos para o centro redutor do 0 2 . 

A entrada para o canal D está dentro de uma região 
na superfície da proteína que parece, provavelmente, atuar 
como uma antena coletora de prótons. A mutação de D91 
para qualquer resíduo não carboxilado eümina o bombea- 
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FIGURA 22.35 Os canais de translado de prótons na COX 
bovina. A enzima é vista paralelamente à membrana, com a 
matriz na parte inferior. Os quatro retângulos delimitam os 
condutos propostos para entrada e saída de prótons. Círculos 
simples e duplos representam, respectivamente, moléculas de 
água que são observadas em estruturas obtidas por raios X ou 
que métodos teóricos têm sugerido estarem provavelmente pre- 
sentes. (Segundo um desenho de Mãrten Wikstrõm, University 
of Helsinki, Helsinki, Finlândia.) 

mento de prótons, mas a redução de 0 2 é de apenas 45% da 
taxa do tipo selvagem (na E. coli ). Evidentemente, o canal D, 
em série com os canais de saída, é o canal de bombeamento 
de prótons. Além disso, o canal D, que estende-se para as 
vizinhanças do centro binuclear heme a 3 -Cu B , também é o 
conduto para prótons químicos necessários para a segunda 
parte do ciclo de reações (Etapas 5 e 6 da Fig. 22.27). 

Qual o mecanismo do acoplamento da redução do 0 2 
com o bombeamento de prótons na COX? Infelizmente, a 
cristalografia por raios X tem dado poucas orientações para 
responder essa questão, pois foram determinadas estruturas 
por raios X de apenas poucos estados diferentes da COX, e a 
resolução de diversas dessas estruturas é muito pequena para 
mostrar com fidedignidade pequenas diferenças estruturais 
entre elas. Consequentemente, os mecanismos propostos 
para explicar como a COX bombeia prótons são em geral 
inferências com base em informações estruturais limitadas, 
interpretações de experimentos usando mutagênese direcio- 
nada, dados espectroscópicos, considerações teóricas e intui- 
ção química. Foram propostos diversos modelos engenho- 
sos, embora amplamente fenomenológicos, de como a COX 
bombeia prótons. Esses modelos concordam em que pelo 


menos um próton é bombeado durante cada um dos Etapas 
5 e 6 no ciclo de reação da COX (Fig. 22.27), mas discordam 
quanto ao local, no ciclo de reação, em que os dois prótons 
restantes são bombeados e como a proteína atua nesse pro- 
cesso. Obviamente, ainda há muito para aprendermos sobre 
como a COX desempenha suas funções. 

j. A hélice horizontal do braço periférico do Complexo f 
funciona como um pistão 

O complexo I bombeia quatro prótons para fora da matriz a 
cada par de elétrons que translada do NADH para a CoQ. 
Um desses prótons parece ser transportado na interface en- 
tre o braço periférico e o braço transmembrana do comple- 
xo I (Fig. 2.18), de forma presumivelmente estimulada pelas 
alterações conformacionais sofridas pelo braço periférico, 
na medida em que ele translada elétrons do NADH para a 
CoQ. De que modo, porém, estão essas alterações conforma- 
cionais acopladas às subunidades mais distantes Nqol2, 13 e 
14 (semelhantes a um sistema de antiporter), que, presumi- 
velmente, bombeiam um próton cada uma delas para fora da 
matriz? A baixa resolução da estrutura por raios X do com- 
plexo I (Fig. 22.18) impede a visualização das cadeias laterais 
do braço na membrana e, portanto, do mecanismo detalhado 
para o transporte de prótons. No entanto, a incomum hélice 
horizontal de 110 Á de comprimento que parece ligar as su- 
bunidades do tipo sistema de antiporter às mudanças confor- 
macionais no braço periférico levou Sazanov a postular que 
essa hélice funciona como um pistão, acoplando as alterações 
conformacionais no braço periférico àquelas nos canais do 
tipo sistema antiporter. 

C. Mecanismo da síntese de ATP 

Ver Exploração guiada 21: F 1 F 0 -ATP-sintase e o mecanismo de 
mudança da ligação A força próton-motriz da membrana mito- 
condrial é utilizada para a síntese de ATP pela ATP-sintase 
transladadora de prótons ( também conhecida como F } F 0 - 
ATPase, Complexo V e H + -ATPase do tipo F). Nas sub- 
seções a seguir, serão discutidas a localização e a estrutura 
dessa ATP-sintase e o mecanismo pelo qual ela atrela o fluxo 
de prótons à síntese de ATP. 

a. A ATP-sintase transladadora de prótons é uma proteína 
transmembrana com múltiplas subunidades 
A ATP-sintase transladadora de prótons consiste em duas su- 
bestruturas principais, compreendendo 8 a 13 subunidades di- 
ferentes. Micrografias eletrônicas da mitocôndria (Fig. 22.36) 
mostram estruturas em forma de pirulito salpicando a superfí- 
cie da membrana mitocondrial interna no lado da matriz (Fig. 
22.36a). Entidades semelhantes foram observadas revestindo 
a superfície interna da membrana plasmática bacteriana e nos 
cloroplastos (Seção 24.2Da). A sonicação da membrana mi- 
tocondrial interna produz vesículas seladas, partículas submí- 
tocondriais, em que os “pirulitos” projetam-se para fora (Fig. 
22.366) e que podem realizar síntese de ATP. 

Efraim Racker descobriu que a ATP-sintase transla- 
dadora de prótons de partículas submitocondriais consis- 
te em duas unidades funcionais, F 0 e F r F 0 é uma proteína 
transmembrana insolúvel em água composta por até oito 
diferentes tipos de subunidades (embora apenas três na E. 
coli ) , que contém um canal de translado de prótons. F x é uma 
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FIGURA 22.36 Micrografias eletrônicas e desenhos inter- 
pretativos da membrana mitocondrial em vários estágios de 
dissecação, (a) Cristas de mitocôndrias intactas mostrando F s 
em forma de “pirulitos” projetando-se para dentro da matriz. 
(Segundo Parsons, D.F., Science 140, 985 [1963]. Copyright © 
1963 American Association for the Advancement of Science. 
Utilizada com permissão.) (6) Partículas submitocondriais, 
mostrando seus F t projetando-se como “pirulitos” para o lado 
de fora. Partículas submitocondriais são preparadas por sonica- 
ção (ruptura ultrassónica) de membranas mitocondriais inter- 
nas. (Cortesia de Peter Hinkle, Cornell University.) (c) Partícu- 
las submitocondriais após tratamento com ureia. (Cortesia de 
Efraim Racker, Cornell University, EUA.) 



proteína periférica de membrana, solúvel em água, composta 
por cinco tipos de subunidades, facilmente dissociãvel de F 0 
por tratamento com ureia. A F, solubilizada pode hidrolisar 
ATP, mas não pode sintetizá-lo (daí o nome ATPase). As 
partículas submitocondriais das quais a F x foi removida pelo 
tratamento com ureia não mais exibem os pirulitos em suas 
micrografias eletrônicas (Fig. 22.36c) e não apresentam ca- 
pacidade de síntese de ATP. No entanto, se a F t é colocada 
de volta nessas partículas submitocondriais contendo F 0 , sua 
capacidade de sintetizar ATP é restaurada e suas microgra- 
fias eletrônicas mostram novamente os pirulitos. Portanto, 


FIGURA 22.37 Imagem com base em microscopia crioeletrô- 
nica da F 1 F Ü - ATPase de mitocôndria de coração bovino. 

(Cortesia de John Rubinstein, University of Toronto, Canadá, e 
John Walker e Richard Henderson, MRC Laboratory of Mole- 
cular Biology, Cambridge, Reino Unido.) 


os pirulitos são as partículas F r Imagens com base em crio- 
micrografias eletrônicas de alta resolução da ATP-sintase de 
mitocôndrias de coração bovino revelam que seus compo- 
nentes F : e F 0 estão unidos tanto por uma haste central de 50 
À de comprimento quanto por uma haste periférica, menor 
(Fig. 22.37). Certas F 1 — F 0 — ATPases bacterianas transladam 
íons Na em vez de prótons. 
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FIGURA 22.38 Estruturas por raios X da F L > ATPase de rnito- 
côndria de coração bovino, (a) F -ATPase em complexo com 
ADP e ATP, desenhada como um diagrama de fitas semitrans- 
parente, visto paralelamente à membrana, com a matriz acima. 

As subunidades a, p, 7, S e e estão representadas em cor-de-rosa, 
amarelo, azul, cor de laranja e verde, respectivamente, e os nu- 
cleotídeos são mostrados na forma de volume atômico com C do 
ATP em verde, C do ADP em dano, N azul, O vermelho e P cor 
de laranja, (b) A estrutura na parte a sofreu uma rotação de 90 ü 
ao longo de seu eixo horizontal, de modo que a proteína é vista ao 
longo de seu eixo de simetria de ordem 3, a partir da matriz. As 
subunidades 8 e e foram excluídas para maior clareza. Observe 
que, embora as subunidades a 1T e p TP normalmente liguem ATP, 
nesta estrutura elas apresentam ADP ligado, (c) Um diagrama 
da superfície da porção interna do agrupamento et 3 p 3 , pela qual a 
hélice da porção terminal da subunidade 7 penetra, conforme vista 
da matriz. A superfície está colorida de acordo com seu potencial 
elétrico, com potenciais positivos em azul, potenciais negativos em 
vermelho e neutros em branco. Observa a ausência de carga na 
superfície interna dessa conexão. A porção da hélice C-terminal 
da subunidade 7 que estabelece contato com essa conexão é igual- 
mente desprovida de carga. (Partes a e b são baseadas em uma 
estrutura por raios X obtida por Andrew Leslie e John Walker, 
MRC Laboratory of Molecular Biology, Cambridge, Reino Uni- 
do, PDBid 1E79. Parte c, segundo Abrahams, J.P., Leslie, A.G.W., 
Lutter, R., e Walker, J.E., N ature 370, 621 [1994], PDBid 1BMF.) 
étí, Ver Exercício interativo 19 
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b. A estrutura por raios X da F ± revela as bases da sua 
estrutura em forma de pirulito 

A F, mitocondrial é um nonâmero a 3 p 3 78e, no qual as subu- 
nidades p contém os sítios catalíticos para a síntese de ATP 
e a subunidade 8 é necessária para ligar F, a F 0 . A estrutura 
por raios X da F t de mitocôndria de coração bovino, deter- 
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minada por John Walker e Andrew Leslie, revela que essa 
proteína de ~400 kDa é um esferoide de 100 À de altura e 
100 À de largura, montado sobre uma haste de 50 Á de com- 
primento (Fig. 22.38fl,ó). As subunidades a e p da F t (553 e 
528 resíduos), que apresentam uma identidade de 20% em 
sua sequência e formam dobramentos quase idênticos, es- 
tão arranjadas alternadamente, como os gomos de uma la- 
ranj a, sobre a porção superior de uma hélice a de 1 14 Á de 
comprimento e 74 resíduos, formada pela subunidade 7 (298 
resíduos). A extremidade C dessa hélice forma uma protu- 
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FIGURA 22.39 A estrutura por raios X da unidade c u da F^-ATPase transladadora de íons Na + de I. tartaricus. a) Diagrama 
de fítas, observado ao longo do plano da membrana plasmática, com o citosol acima. Cada subunidade foi colorida na ordem do ar- 
co-íris, a partir da porção N-terminal (azul) até a porção C-terminal (vermelho). íons Na ! ligados são representados por esferas na 
cor púrpura. As linhas paralelas delimitam a posição inferida para a membrana plasmática. ( b ) Vista a partir do citosol, paralela- 
mente ao eixo de ordem 11 da reunião de subunidades, em que cada subunidade é desenhada em forma de verme e colorida como 
na Parte a. O canal central, com pelo menos —20 A de diâmetro, contém, presumivelmente, uma bicamada lipídica. (Com base em 
estrutura por raios X obtida por Peter Dimroth, ETH, Zurique, Suiça. PDBid 1 YCE.) 


berância para dentro de uma pequena depressão de 15 À de 
profundidade, localizada centralmente na parte superior do 
esferoide. A metade inferior da hélice forma uma hélice que 
gira para a esquerda em espiral antiparalela com o segmento 
N-terminal da subunidade y. Essa hélice em espiral forma 
boa parte da haste central de —50 À de comprimento, obser- 
vada em imagens com base em criomicrografias eletrônicas 
(crioME) da F F 0 -ATPase, como na Fig. 22.37. 

O arranjo cíclico e as semelhanças estruturais das subuni- 
dades a e p da F, dão a elas pseudossimetrias rotacionais triplas 
e sêxtuplas. Ainda assim, a proteína é assimétrica. Isso ocorre 
em parte em função da presença das subunidades y, S e e, mas, 
mais importante, porque cada uma das subunidades a e p tem 
uma conformação de algum modo diferente. Assim, uma subu- 
nidade p (designada p TP ) normalmente liga-se a uma molécula 
de ATP, uma segunda subunidade p (designada p DP ) liga ADP 
e a terceira (p E ) possui um sítio de ligação vazio e distorcido. 
Todas as subunidades a, normalmente, ligam ATP, embora 
elas também apresentem diferenças conformacionais uma em 
relação à outra (no entanto, ambos a TP e p TP ligam ADP na Fig. 
22.38 a,b). Os sítios de ligação para ATP e ADP situam-se cada 
qual em um raio de — 20 Á, próximos de uma interface entre 
subunidades adjacentes a e pe, na verdade, todos esses sítios 
incorporam alguns resíduos da subunidade adjacente. 

As subunidades a e p ambas contêm dois motivos 
com determinadas sequências, o motivo A de Walker 
(GXXXXGKT/S, onde X é qualquer resíduo) e o motivo 
B de Walker (R/KXXXGXXL/VhhD , onde h é um resíduo 
hidrofóbico) , os quais participam na ligação do ATP e ocor- 
rem amplamente em todos os tipos de proteínas que ligam 
nucleotídeos. 


As subunidades 8 e e (168 e 51 resíduos) estão enrola- 
das em volta da base da hélice em espiral da subunidade y. 
A estrutura por raios X da Fj de E. coli assemelha-se à sua 
equivalente bovina. Observe, entretanto, que, por uma infe- 
liz confusão de nomenclatura, a subunidade e da E. coli é o 
homólogo da subunidade 8 mitocondrial; a subunidade 8 da 
E. coli é a contrapartida da proteína que confere sensibilida- 
de à oligomidna mitocondrial (PCSO; ver Problema 11) e a 
subunidade e mitocondrial não apresenta uma contrapartida 
nas ATP-sintases de bactérias ou de cloroplastos. 

c. As subunidades c da F 0 formam um anel transmembrana 
O componente F 0 da F^-ATPase de E. coli consiste em três 
subunidades transmembrana, a, b e c (271, 161 e 89 resíduos), 
que formam um complexo a l b 2 c n . O número de subunidades 
c no componente F 0 , porém, varia de 10 a 15, dependendo da 
espécie. A F 0 mitocondrial contém, adicionalmente, uma có- 
pia de cada uma de três outras subunidades diferentes, d, F 6 
e PCSO (de 256, 108 e 213 resíduos), além de diversas subu- 
nidades “menores”, e,/, g e A6L, de funções desconhecidas. 
As subunidades a e A6L são codificadas por genes mitocon- 
driais. Uma variedade de evidências indica que as subunida- 
des hidrofóbicas c associam-se para formar um anel com a 
unidade ab 2 localizada em sua periferia (ver a seguir). A se- 
quência da subunidade a sugere que esse peptídeo altamente 
hidrofóbico forme cinco hélices transmembrana. 

A estrutura por raios X da unidade c n da F^-ATPase 
transladadora de íons Na" da bactéria gram-negativa 
llyobacter tartaricus, determinada por Peter Dimroth, revela 
uma reunião cilíndrica de simetria de ordem 11, com 70 Á de 
altura e —50 Â de diâmetro (Fig. 22.39). Cada uma de suas 
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FIGURA 22.40 A estrutura por raios X de uma porção da has- 
te periférica da FjF u - ATPase bovina. Esse fragmento de pro- 
teína está desenhado na forma de fitas embebidas em sua su- 
perfície molecular semitransparente, com b (resíduos 79 a 183) 
em magenta, d (resíduos 3 a 123) em ciano e F 6 (resíduos 5 a 70) 
em cor de laranja. As extremidades N e C de cada subunidade 
estão indicadas. (Com base em estrutura por raios X obtida por 
Andrew Leslie e John Walker, MRC Laboratory of Molecular 
Biology, Cambridge, Reino Unido. PDBid 2CLY.) 

subunidades idênticas e amplamente hidrofóbicas consiste 
quase inteiramente em uma hélice interna, que define o com- 
primento do cilindro, e uma hélice externa, um pouco mais 
curta. Ambas as hélices são dobradas nas vizinhanças do sí- 
tio de ligação do íon Na + , conferindo a esse conjunto c u um 
formato semelhante a uma ampulheta (Fig. 22.39a). Cada íon 
Na~ está ligado a resíduos de ambas as hélices de uma dada 
subunidade, assim como por aqueles da hélice externa vizinha, 
no sentido horário, como pode ser observado na Fig. 22.29b. 

Em vertebrados, a haste periférica (Fig. 22.37) consiste 
nas subunidades PCSO (proteína que confere sensibilidade à 
oligomicina), b,de F 6 , enquanto na maior parte dos procario- 
tos essa haste consiste em uma proteína homóloga à PCSO, 
8, e duas cópias de b. A estrutura por raios X da maior parte 
da porção citosólica de um complexo de subunidades b, de 
F s bovino, que constitui 54% do segmento extramembrana 
da haste periférica, determinada por Leslie e Walker, revela 
que esse fragmento b forma uma hélice a curva e de 160 À 
de comprimento e que os fragmentos das outras subunidades 
são também principalmente helicoidais (Fig. 22.40). A cur- 
vatura desse conjunto de subunidades aproxima-se bastante 
daquela da haste periférica nas imagens baseadas em crio- 
ME da FjF 0 - ATPase (p. ex., Fig. 22.37). Tais imagens basea- 
das em crioME, juntamente com as estruturas por raios X 
mencionadas acima e estruturas por RM de 8 e do segmento 
transmembrana de b, ambos de E. coli, permitiram a cons- 
trução de um modelo composto da F 1 F 0 -ATPase de E. coli 
(Rg. 22.41), o qual, naturalmente, assemelha-se ao complexo 
mitocondrial. Observe o grande número de contatos entre y 
e e e a parte superior do cilindro c. 

d. 0 mecanismo de mudança na capacidade de ligação: o 
translado de prótons pela ATP-sintase é estimulada por 
mudanças conformacionais 

O mecanismo de síntese de ATP pelo translado de prótons 
pela ATP-sintase pode ser dividido conceitualmente em três 
fases: 



FIGURA 22.41 Um modelo composto da F^- ATPase de E. 
coli. Este modelo é baseado na estrutura por raios X da subuni- 
dade F; de E. coli (PDBid 1JNV), que assemelha-se à Fj bovina 
(Fig. 22.38), nas estruturas mostradas nas Figs. 22.39 e 22.40, e 
nas estruturas por RM da subunidade ô e do segmento trans- 
membrana de b de E. coli (PDBids 2A7U e 1B9U). As estrutu- 
ras de a e da assim chamada região em dobradiça de b são desco- 
nhecidas. (Cortesia de Peter Dimroth, ETH, Zurique, Suiça.) 

1. O translado de prótons, realizado pela F 0 . 

2. Catálise da formação da ligação fosfoanidrido do ATP, 
realizada pela F x . 

3. Acoplamento da dissipação do gradiente de prótons com 
a síntese de ATP, que requer interação entre Fj e F 0 . 

As evidências disponíveis apoiam um mecanismo para 
a síntese de ATP, proposto por Boyer, que assemelha-se à 
hipótese de acoplamento conformacional da fosforilação 
oxidativa (Seção 22.3 A). No entanto, as mudanças confor- 
macionais na ATP-sintase que irão fornecer energia para a 
síntese de ATP são produzidas pelo translado de prótons e 
não por transferência direta de elétrons, conforme havia sido 
proposto na formulação original da hipótese do acoplamento 
conformacional. 

Propõe-se que Fj tenha três protômeros cataliticamente 
interativos, cada um dos quais em um diferente estado confor- 
macional: um estado que liga substratos e produtos fracamente 
(estado L, do inglês loose), um que os liga firmemente (estado 
T, do inglês tight) e um terceiro estado que não liga substratos 
e produtos (estado aberto ou O, de open). A energia livre libe- 
rada pelo translado de prótons é aproveitada na interconver- 
são entre esses três estados. A ligação fosfoanidrido do ATP é 
sintetizada apenas no estado T e o ATP é liberado apenas no 
estado O. A reação envolve três etapas (Fig. 22.42): 

1. Ligação de ADP e P, ao sítio de ligação no estado L. 
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FIGURA 22.42 Mecanismo de mudança de ligação dependente de energia para a síntese de ATP pela ATP-sintase transladadora 
de prótons. F. apresenta três protômeros a (3 interagentes, quimicamente idênticos, mas conformadonalmente distintos: O, a con- 
formação aberta, apresenta afinidade muito baixa por ligantes e é catalitieamente inativo; L apresenta pouca afinidade por ligantes e 
é catalitieamente inativo; T apresenta alta afinidade por seus ligantes e é catalitieamente ativo. A síntese de ATP ocorre em três eta- 
pas. (1) Ligação de ADP e P. ao sítio L. (2) Alteração conformacional dependente de energia, convertendo o sítio de ligação L em T, 
T em O e O em L. (3) Síntese de ATP no sítio T e liberação de ATP no sítio O. A enzima retorna a seu estado inicial após mais dois 
lances dessa sequência de reação. A energia que impulsiona as alterações conformacionais é transmitida, aparentemente, ao agru- 
pamento catalítico a 3 p 3 pela rotação do agrupamento ye (na E. coli; yôe na mitocôndria), aqui representado pelo objeto assimétrico 
localizado centralmente (verde). (Segundo Cross, R.L., Annu. Rev. Biochem. 50, 687 [1980], )#& Ver Figuras animadas 


2. Uma alteração conformacional impulsionada pela ener- 
gia livre que converte o sítio L em um sítio de ligação mais 
firme (T), e que catalisa a formação de ATP. Essa etapa tam- 
bém envolve alterações conformacionais das outras duas su- 
bunidades, que convertem o sítio T, contendo ATP, em um 
sítio “aberto” (O) e o sítio O em um sítio L. 

3. O ATP é sintetizado no sítio T de uma subunidade, 
enquanto o ATP se dissocia do sítio O de outra subunida- 
de. Na superfície do sítio ativo, a formação de ATP a par- 
tir de ADP e P ; acarreta uma mudança pequena na energia 
livre, ou seja, a reação está essencialmente em equilíbrio. 
Consequentemente, a energia livre fornecida pelo fluxo de 
prótons tem a função primária de facilitar a liberação do 
ATP recém-sintetizado da enzima, ou seja, impulsiona a 
transição T — > O, assim rompendo as interações enzima- ATP 
que haviam previamente promovido a formação espontânea 
de ATP a partir de ADP e P ; , no sítio T. 

Como a energia da transferência de prótons é acoplada à 
síntese de ATP? Boyer propôs que as alterações nas ligações 
são estimuladas pela rotação do conjunto catalítico a. , |3„ em 
relação às outras porções da F } F 0 -ATPase. Essa hipótese é 
apoiada pela estrutura por raios X da F. . Assim, o encaixe 
estreito do arranjo quase circular das superfícies internas das 
subunidades a e p ao redor da hélice na porção C-terminal 
da subunidade y é similar a um suporte cilíndrico girando em 
uma conexão (Fig. 22.38c). De fato, as superfícies hidrofóbi- 
cas que estabelecem contato nessa reunião são desprovidas 
de ligações de hidrogênio e de interações iônicas, que interfe- 
ririam com uma rotação livre; ou sej a, o cilindro e a conexão 
parecem estar “lubrificados”. Além disso, a cavidade central 
formada pelo conjunto a 3 p 3 (Fig. 22.38a) permitiria a passa- 
gem da hélice N-terminal da subunidade 7 dentro do núcleo 
dessa partícula durante a rotação. Finalmente, as diferenças 
conformacionais entre os três sítios catalíticos da F, parecem 
estar correlacionadas com a posição rotacional da subunida- 
de 7. Aparentemente, a subunidade 7, que, acredita-se, gira 
dentro do conjunto ot 3 p 3 fixo, atua como um eixo excêntrico 
molecular, ligando o motor rotatório acionado pela força pró- 
ton-motriz às alterações conformacionais dos sítios catalíticos 
de Fj. Esse conceito é apoiado por simulações de dinâmica 
molecular (Seção 9.4) realizadas por Leslie, Walker e Martin 
Karplus indicando que as mudanças conformacionais nas 


subunidades p surgem de interações tanto estéricas quanto 
eletrostáticas com a subunidade rotatória 7. 

Conjuntos rotatórios não são algo sem precedentes nos 
sistemas biológicos. Já se demonstrou que flagelos bacteria- 
nos, que funcionam como propulsores, são máquinas rotati- 
vas montadas sobre membranas, impulsionadas pela descar- 
ga de um gradiente de prótons (Seção 35.31b). 

e. A F 1 F 0 -ATPase é uma máquina rotativa 
Propõe-se que, na FjFg-ATPase, o rotor seja uma união do 
anel c e sua subunidade 7 associada e (na E. coli), subunida- 
des e, enquanto a unidade ab 2 e a subunidade 8 (na E. coli), 
juntamente com o esferoide a 3 p 3 , formem a parte fixa (Fig. 
22.41). A rotação do anel c na membrana, em relação à su- 
bunidade a estacionária, é possibilitada pela energia forne- 
cida pela migração de prótons do lado de fora para o lado 
de dentro, como discutido abaixo. O braço periférico (h 9 ô) 
possivelmente funciona segurando o esferoide a 3 p 3 no lugar, 
enquanto a subunidade 7 gira dentro dele. 

A rotação do rotor formado pelo anel ye-c na E. coli , 
em relação à parte fixa a6 2 ô-a 3 p3, foi demonstrada de forma 
engenhosa por Masamitsu Futai, utilizando técnicas desen- 
volvidas por Kazuhiko Kinosita Jr. e MasasukeYoshida (Fig. 
22. 43a). O esferoide ct 3 p 3 da F^-ATPase da E. coli foi fixa- 
do, de cabeça para baixo, em uma superfície de vidro, como 
segue: seis resíduos consecutivos de His (denominados eti- 
queta His; Seção 6.3Dg) foram adicionados por mutagênese 
à porção N-terminal da subunidade a, que se localiza no topo 
do esferoide a 3 p 3 , conforme representado na Fig. 22.38a. O 
conjunto de moléculas contendo a etiqueta His foi aplicado a 
uma superfície de vidro, revestida com peroxidase de raiz for- 
te (a qual, como a maior parte das proteínas, adere ao vidro) 
conjugada com Ni 2+ -ácido nitriloacético (N[CH 2 COOH] 3 , 
que liga fortemente etiquetas His , ligando portanto a FjFq- 
ATPase com sua porção F 0 voltada para o lado oposto à su- 
perfície de vidro. Os resíduos Glu 2 das subunidades c desse 
conjunto de moléculas, que estão localizados no lado do anel 
c oposto à posição da F r , haviam sido substituídos mutageni- 
camente por resíduos de Cys, os quais foram ligados covalen- 
temente à biotina (uma coenzima que normalmente participa 
de reações de carboxilação; Seção 23.1Ab). Um filamento 
da proteína muscular actina (Seção 35. 3 Ac), marcado com 
fluorescência e biotinilado (em uma extremidade), foi então 


858 Do na 1 d Voet / Judith G. Voet 




Estreptavidina 
jys2 + 


Etiqueta de His 


Filamento de actina 




FIGURA 22.43 Rotação do anel c na FJ^-ATPase de E. 
coli. (a) Sistema experimental utilizado para observar a rota- 
ção. Ver texto para detalhes. A seta azul indica o sentido de 
rotação observado para filamentos de actina marcados com 
fluorescência que foram ligados ao anel c.(b) A rotação de um 
filamento de actina de 3,6 pm de comprimento na presença de 5 
m M de MgATP, conforme é observada em sucessivas imagens 
de vídeo, obtidas por meio de um microscópio de fluorescência. 
(Cortesia de Masamitsu Futai, Osaka University, Osaka, Japão.) 


ligado à subunidade c por meio da adição de uma molécula de 
ligação, a estreptavidina, que é uma proteína que liga avida- 
mente a biotina em cada um de seus quatro sítios de ligação 
(a Cys 193 da subunidade y, o único outro resíduo de Cys no 
rotor, foi substituída mutagenicamente por Ala para impedi- 
da de ligar-se a um filamento de actina). 

A F,F 0 -ATPase da E. coli pode funcionar ao revés, isto é, 
pode bombear prótons do lado de dentro (citoplasma) para 
o lado de fora (periplasma) , às custas da hidrólise de ATP 
(isso permite que a bactéria mantenha seu gradiente de pró- 
tons em condições anaeróbias, gradiente esse que ela utiliza 
para ativar vários processos, como rotação do flagelo). Desse 
modo, a preparação descrita anteriormente foi observada em 
um microscópio de fluorescência, quando uma solução de 
MgATP 5 m M foi infundida sobre a preparação. Observou- 
se que muitos dos filamentos de actina rotaram (Fig. 22.43b) 
e sempre em sentido anti-horário, quando observados olhan- 
do-se na direção da superfície de vidro (a partir do lado de 
fora). Isso possibilitaria que a subunidade y interagisse se- 
quencialmente com as subunidades [3 na direção 

0 E ( estado O) » (3 TP (estado L) > [3 DP (estado T) 

(Figs. 22.38 b e 22.42), a direção esperada para a hidrólise 
do ATP. 
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FIGURA 22.44 Rotação gradual da subunidade y da F, em re- 
lação a uma unidade a 3 p 3 imobilizada em concentrações baixas 
de ATP, conforme observado em microscópio de fluorescên- 
cia. O gráfico mostra o número cumulativo de rotações realiza- 
das por um filamento de actina marcado com fluorescência que 
foi unido a uma extremidade da subunidade y, em uma prepa- 
ração semelhante àquela do diagrama da Fig. 22.43 íí (mas em 
ausência de F 0 , 8 e e). Observe que o filamento de actina gira 
em incrementos de 120°. Isso também é observado no inserto, 
que mostra a sobreposição dos centros das imagens de actina (o 
agrupamento 8 3 |3 3 y está fixo no centro). (Cortesia de Kazuhiko 
Kinosita Jr., Keio University, Yokohama, Japão.) 

Em uma variação dos experimentos anteriores, a subu- 
nidade y do complexo ot 3 [3 3 y foi ligada diretamente, por uma 
ligação cruzada, via sua Cys 193, a um filamento de actina 
marcado com fluorescência e, nesse caso, as subunidades (3 
foram imobilizadas por suas etiquetas His anexadas. Em con- 
centrações de ATP muito baixas (p. ex., 0,02 ijlM), imagens 
de vídeo (Fig. 22.44) revelaram que o filamento fluorescente 
de actina girava no sentido anti-horário, em passos discre- 
tos de 120°, conforme predizia o mecanismo de mudança 
na capacidade de ligação. Além disso, o cálculo do trabalho 
friccionai realizado em cada etapa de rotação é aproxima- 
damente igual à energia disponível para a hidrólise de uma 
molécula de ATP, ou seja, a Fj-F 0 -ATPase converte energia 
química em mecânica com cerca de 100% de eficiência. 

O sistema acima também trabalha no modo reverso. 
Uma conta magnética com ~Q,7 pm de diâmetro foi revesti- 
da com estreptavidina e ligada à subunidade y biotinilada de 
um complexo a 3 (3 3 y. Quando esse conjunto de subunidades 
foi colocado em um campo magnético girando na presença 
de ADP e P„ observou-se que ATP era produzido quando o 
campo magnético girava no sentido horário, mas era hidroli- 
sado quando o campo magnético girava no sentido anti-horá- 
rio. Isso demonstra mais uma vez que Fj é um dispositivo que 
interconverte energia mecânica e energia química. 

f. A rotação do anel c é proporcionada por alterações 
conformacionais induzidas por H + 

As informações estruturais e bioquímicas mencionadas an- 
teriormente levaram ao modelo da rotação da subunidade F 0 
estimulada por prótons, que é diagr amado na Fig. 22.45. Os 
prótons do lado de fora entram por um canal hidrofílico entre 
a subunidade a e o anel c, onde se ligam a uma subunidade c. 
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FIGURA 22.45 Diagrama esquemático da ação da FJ^-ATPa- 
se de E. coli. O complexo do anel ye-c l2 é o rotor e o complexo 
ab 2 -cL$ 3 ò é a porção fixa. O movimento rotacional é conferido ao 
rotor pela passagem de prótons oriundos do lado de fora (peri- 
plasma) para o lado de dentro (citoplasma). Os prótons entrando 
a partir do lado de fora ligam -se a uma subunidade c no local 
em que ela interage com a subunidade a, e terminam no lado de 
dentro após o anel c ter efetuado uma rotação quase completa, 
conforme indicado ( setas pretas), de modo que a subunidade c 
estabelece contato novamente com a subunidade a. O complexo 
b 2 ò possivelmente tem a função de evitar que o agrupamento cqp, 
gire juntamente com a subunidade 7. (Cortesia de Richard Cross, 
State University of New York, Siracusa, Nova York, EUA.) 


O anel c gira então quase uma volta inteira (enquanto prótons 
ligam-se a sub unidades c sucessivas, à medida que elas passam 
por esse canal de entrada de prótons), até que a subunidade 
alcance um segundo canal hidrofílico, entre a subunidade a 
e o anel c, que se abre para o lado de dentro. Ali, o próton 
é liberado. Assim, a F r F 0 -ATPase de E. coli, que apresenta 
12 subunidades c em sua porção F 0 e gera 3 ATP por volta, 
idealmente produz 3/12 = 0,25 ATP para cada próton que pas- 
sa do espaço periplásmico (do lado de fora) para o citosol (do 
lado de dentro). Organismos com mais/menos subunidades c 
em seu rotor-c tendem a apresentar menores/maiores valores 
de força próton-motriz em suas membranas e, portanto, me- 
nor/maior impulso é fornecido a seus rotores-c por próton que 
passa. Assim, é necessária a passagem de proporcionalmente 
mais/menos prótons para gerar cada ATP, conforme determi- 
nado pela primeira lei da termodinâmica. 

Todavia, como a passagem dos prótons por esse sistema 
induz a rotação do anel c e, assim, a síntese de ATP? A mu- 
tação do Asp 61, o qual é conservado na subunidade c, para 



FIGURA 22.46 Estruturas por RM da subunidade c da F,F 0 . 
-ATP ase de E. coli . As estruturas, que se assemelham bastante 
àquelas na Fig. 22.39, foram determinadas em solução clorofór- 
mio-metanol-ãgua (4:4:1) em (u) pH 8 (em que D61 está des- 
pro tonado) e (b) pH 5 (em que D61 está pro tonado). Cadeias 
laterais selecionadas são mostradas para auxiliar na compara- 
ção das duas estruturas. Observe que a hélice C-terminal na 
estrutura em pH 8 foi girada em 140° no sentido horário, como 
observado a partir da parte superior do desenho, com relação à 
estrutura em pH 5. (Cortesia de Mark Girvin, Albert Einstein 
College of Medicine, EUA. PDBids [a] 1C99 e [b] 1C0V.) 


Asn inativa a F r F 0 -ATPase de E. coli. A Arg 210, invariável 
na subunidade a (numeração de acordo com a proteína na 
E. coli), do mesmo modo tem sido implicada no translado 
de prótons. Por meio de conversão por mutagênese de re- 
síduos selecionados nas subunidades ate para Cys, Robert 
Fillingame mostrou que a hélice externa (C-terminal) da su- 
bunidade c da E. coli (Fig. 22.39), que contém Asp 61, pode 
ser ligada de forma cruzada por meio de ligações dissulfeto à 
suposta quarta hélice da subunidade a, que contém Arg 210. 
Evidentemente, essas hélices estão justapostas em algum 
ponto no ciclo de rotação do anel c. Assim, postula-se que 
a protonação do Asp 61 o libere de sua atração à Arg 210, 
permitindo assim a rotação do anel c. 

Comparações das estruturas obtidas por RM da subunida- 
de c em pH 8 e em pH 5 (Fig. 22.46), nos quais o Asp 61 está, 
respectivamente, sem o próton e pro tonado, revelam que sua 
principal alteração conformacional com a protonação é uma 
rotação de —140° no sentido horário (conforme observado 
olhando-se do lado de F,) de sua hélice C-terminal contendo o 
Asp 61, com relação à hélice N-terminal. Uma vez que a hélice 
C-terminal é a hélice externa do anel c (Fig. 22.39b), isso sugere 
que, com a protonação, a rotação da hélice C-terminal empurra 
mecanicamente a subunidade a justaposta, de forma a causar 
uma rotação do anel c na direção indicada na Fig. 22.45. 

D. Desacoptamento da fosforílação oxi dativa 

O transporte de elétrons ( a oxidação do NADH e do FADH 2 
pelo 0 2 ) e a fosforílação oxidativa (a síntese de ATP) em ge- 
ral estão firmemente acoplados , devido â impermeabilidade 
da membrana mitocondrial interna â passagem de prótons. 
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Dessa forma, o único modo do H + voltar à matriz é através 
da porção F 0 da ATP-sintase transladadora de prótons. No 
estado de repouso, quando a fosforilação oxidativa é míni- 
ma, a força próton-motriz da membrana mitocondrial inter- 
na aumenta até o ponto em que a energia livre para bombear 
prótons adicionais é maior que aquela que a cadeia trans- 
portadora de elétrons é capaz de fornecer, de modo que o 
transporte de elétrons é então inibido. Entretanto, muitos 
compostos, como o 2,4-dinitrofenol (DNF) e o carbonilda- 
neto-p-trifluorometoxifenil-hidrazona (FCCP), são capazes 
de “desacoplar” esses processos. A hipótese quimiosmótica 
fornece uma razão lógica para compreender o mecanismo 
pelo qual esses desacopladores atuam. 

A presença, na membrana mitocondrial interna, de um 
agente que seja capaz de torná-la permeável ao H \ desacopla 
a fosforilação oxidativa do transporte de elétrons, pois forne- 
ce uma via para a dissipação da força próton-motriz que não 
requer a síntese de ATP. O desacoplamento, portanto, permi- 
te que o transporte de elétrons prossiga sem ser reprimido, 
mesmo quando a síntese de ATP está inibida. O DNF e o 
FCCP são ácidos fracos e lipofüicos, que cruzam membranas 
facilmente. Em um gradiente de pH, eles ligam prótons no 
lado da membrana com maior acidez, difundem-se através 
dela e liberam esses prótons no lado alcalino, dissipando as- 
sim o gradiente (Fig. 22.47). Desse modo, tais desacopladores 
são ionó foros transportadores de prótons (Seção 20 .2C). 

Mesmo antes do mecanismo de desacoplamento ser 
conhecido, sabia-se que a taxa metabólica era aumentada 
por tais compostos. Estudos realizados na Universidade de 


Stanford, no início no século XX, documentaram aumento 
na respiração e perda de peso causados pelo DNP. O com- 
posto foi até mesmo utilizado por diversos anos como “pílula 
de emagrecimento". Nas palavras de Efraim Racker (A New 
Look atMechanisms in Bioenergetics,p. 155): 

A despeito dos avisos dos cientistas de Stanford, alguns 
médicos arrojados começaram a administrar dinitrofenol a 
pacientes obesos sem precauções adequadas. Os resultados 
foram surpreendentes. Infelizmente, em alguns casos o 
tratamento eliminou não apenas a gordura, mas também 
os pacientes, e diversas mortes foram relatadas no Journal 
ofthe American Medicai Association, em 1929. Isso 
desencorajou os médicos durante um certo tempo ... 

a. O desacoplamento controlado hormonalmente no tecido 
adiposo marrom funciona para gerar calor 
A dissipação de um gradiente eletroquímico de H\ gerado 
pelo transporte de elétrons e desacoplado da síntese de ATP, 
produz calor. A geração de calor é a função fisiológica do 
tecido adiposo marrom (gordura marrom). Esse tecido é 
distinto do tecido adiposo típico (branco), pois, além de 
conter grandes quantidades de triacilgliceróis, contém nu- 
merosas mitocôndrias, cujos citocromos apresentam a cor 
marrom. Mamíferos recém-nascidos que não apresentam 
pelo, como os humanos, assim como mamíferos que hiber- 
nam, contêm gordura marrom em seus pescoços e na parte 
superior do dorso, e essa gordura funciona na termogênese 
sem tremores, ou seja, como um “acolchoado biológico de 
aquecimento”. (A hidrólise de ATP que ocorre durante as 
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FIGURA 22.47 Desacoplamento da fosforilação oxidativa. Os ionóforos transportadores de prótons DNP e FCCP desacoplam 
a fosforilação oxidativa do transporte de elétrons, pois desfazem o gradiente eletroquímico de prótons gerado pelo transporte de 
elétrons. 




Bioquímica 861 


Noradrenalina 



R2C2 

PKA 
(inativa ) 



- 2C 
PKA 

(ativa ) 


+ 


R 2 (AMPc ) 4 


1 





Mitocôndria 


Transporte 
de elétrons 


Triacilglicerol-lipase 

(inativa) 


ATP 


ADP 


► Triacilgli- 
cerol-lipase 

(ativa) 

1 


FiFq 

ATPase 


H 2 0 


Termogenina 

Canal de 
prótons 


Abrem 


0 cana 


Ácidos 

graxos 

livres 


ATP, ADP, GTP, GDP 
bloqueio do canal 



Triacilgliceróis 


FIGURA 22.48 Mecanismo, induzido por hormônio, do desacoplamento da fosforilação oxidativa em mitocôndria de gordura 
marrom. (1) A noradrenalina liga-se a um receptor adrenérgico 0 3 . (2) O complexo noradrenalina-receptor estimula a proteína 
G heterotrimérica associada a ativar a adenilato-ciclase ( seta verde na parte superior ), a qual sintetiza AMPc. (3) A ligação do 
AMPc ativa a proteína-cinase A (PKA). (4) A PKA fosforila a triacilglicerol-lipase sensível a hormônio, que assim é ativada. (5) 
Triacilgliceróis são hidrolisados, produzindo ácidos graxos livres. (6) Ácidos graxos livres sobrepassam o bloqueio de nucleotídeos 
purinérgicos no canal de prótons formado pela termogenina (seta verde na parte inferior), permitindo ao H entrar na mitocôndria 
e desacoplando a síntese de ATP. 


contrações musculares nos tremores - ou em qualquer ou- 
tro movimento - também produz calor. A termogênese sem 
tremores realizada com utilização de substratos é discutida 
na Seção 17.4FÍ). 

O mecanismo de produção de calor na gordura marrom 
envolve o desacoplamento regulado da fosforilação oxi- 
dativa em suas mitocôndrias. Essas mitocôndrias contêm a 
proteína termogenina (também denominada proteína desa- 
copladora [UCP, de uncoupling protein ]), um homodímero 
transmembrana cujas subunidades, que contêm 307 resí- 
duos, atuam como um canal, controlando a permeabilidade 
da membrana mitocondrial interna a prótons. Em animais 
adaptados ao frio, a termogenina constitui até 15% das pro- 
teínas da membrana mitocondrial interna das mitocôndrias 
da gordura marrom. O fluxo de prótons nesse canal proteico 
é inibido por concentrações fisiológicas de nucleotídeos púri- 
cos (ADP, ATP, GDP, GTP), mas essa inibição pode ser su- 
perada na presença de ácidos graxos livres. Os componentes 
desse sistema interagem sob controle hormonal. 


Nas mitocôndrias da gordura marrom, a termogênese é 
ativada por ácidos graxos livres. Esses compostos neutrali- 
zam os efeitos inibitórios dos nucleotídeos púricos, de modo 
a estimular o fluxo através do canal de prótons, desacoplan- 
do o transporte de elétrons da fosforilação oxidativa. A con- 
centração de ácidos graxos no tecido adiposo marrom ê con- 
trolada pelo hormônio suprarrenal noradrenalina ( também 
chamada noradrenalina; Seção 18.3 E), para o qual o AMPc 
atua como segundo mensageiro (Seção 18.3). A noradrena- 
lina liga-se ao receptor adrenérgico do tipo p 3 , um receptor 
acoplado à proteína G (GPCR), o qual, por meio de uma 
proteína G heterotrimérica associada, estimula a adenilato- 
-ciclase a sintetizar AMPc (Fig. 22.48), conforme descrito 
na Seção 19.2. O AMPc, por sua vez, ativa alostericamente 
a proteína-cinase A (PKÂ, de protein kinase A), que ativa, 
por fosforilação, a triacilglicerol-lipase sensível a hormônio 
(Seção 25.5). A lipase ativada, então, hidrolisa triacilglice- 
róis, produzindo ácidos graxos livres, que abrem o canal de 
prótons da termogenina. A transcrição do gene que codifica 
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a termogenina é estimulada pelo hormônio da tireoide, a tri- 
-iodotironina (T3; Seção 19.1 D). 


caso da fosforilação oxidativa, a via do NADH ao citocromo 
c funciona próxima ao equilíbrio (AG ~ 0): 


b. Outros tecidos contêm homólogos da UCP 
Embora originalmente tenha-se acreditado que apenas as 
mitocôndrias do tecido adiposo marrom continham uma pro- 
teína desacopladora, tem sido observado que também outros 
tecidos contêm homólogos de UCP1. Desse modo, a UCP2 
é expressa em muitos tecidos, inclusive no tecido adiposo 
branco, enquanto a UCP3 ocorre em ambos os tecidos adi- 
posos, marrom e branco, e também no músculo. Essas proteí- 
nas podem ajudar a regular as taxas metabólicas, e variações 
nos níveis ou na atividade das UCPs poderiam explicar por 
que algumas pessoas parecem ter um metabolismo “rápido” 
ou “lento” (Seção 27 .3E). As UCPs estão sendo estudadas 
como alvo para o tratamento da obesidade, pois o aumento 
de sua atividade poderia desacoplar a respiração da síntese 
de ATP, assim permitindo que os combustíveis metabólicos 
armazenados (especialmente gordura) sejam metabolisados. 
As recentes descobertas de que humanos adultos apresen- 
tam pequenos depósitos de gordura marrom, que são ativa- 
dos pelo frio, tornou atraente essa estratégia para a perda de 
peso, embora seja possível que o estímulo das UCPs possa 
levar a um aumento compensatório no apetite. 

Proteínas desacopladoras não são limitadas aos animais. 
Algumas plantas expressam proteínas desacopladoras em 
resposta ao estresse por frio ou para aumentar a temperatura 
das flores, possivelmente com a finalidade de aumentar a va- 
porização do aroma para atrair agentes de polinização. 


4 CONTROLE DA PRODUÇÃO DE ATP 

Uma mulher adulta típica requer cerca de 1.500 a 1.800 kcal 
(6.300 a 7.500 kJ) de energia metabólica por dia. Isso corres- 
ponde à energia livre da hidrólise de mais de 200 moles de 
ATP a ADP e P ; . Ainda assim, a quantidade total de ATP 
presente no organismo em um dado momento é < 0,1 mol; 
obviamente, esse escasso suprimento de ATP deve ser con- 
tinuamente reciclado. Como será visto, quando carboidratos 
funcionam como substrato para a produção de energia e con- 
dições aeróbias prevalecem, essa reciclagem envolve glicoge- 
nólise, glicólise, ciclo do ácido cítrico e fosforilação oxidativa. 

Obviamente, a necessidade de ATP não é constante. Há 
uma variação de 100 vezes na utilização de ATP entre o sono 
e a atividade física vigorosa. As atividades das vias produtoras 
de ATP estão sob estrito e coordenado controle, de modo que o 
A TP nunca é produzido mais rapidamente do que é necessário. 
Já foram discutidos os mecanismos de controle da glicólise, 
da glicogenólise e do ciclo do ácido cítrico (Seções 17.4, 18.3 e 
21.4). Nesta seção, serão discutidos os mecanismos pelos quais 
a fosforilação oxidativa é controlada e como todos os quatro 
sistemas estão sincronizados para produzir ATP precisamente 
na velocidade necessária a qualquer dado momento. 

A. Controle da fosforilação oxidativa 

Na discussão a respeito do controle da glicólise, foi visto que 
a maioria das reações em uma via metabólica funciona pró- 
xima ao equilíbrio. As poucas reações irreversíveis constituem 
potenciais pontos de controle das vias e, normalmente, são ca- 
talisadas por enzimas regulatórias, sob controle alostérico. No 


|NADH + citocromo c 3 1 + ADP + P ; s ^ 

2 NAD ! + citocromo c 2 1 + ATP 


para a qual 

í [NAD + ] y ^c^] [ATP] 
eq V [NADH ]" ) "[c 3+ ] [ADP] [P f ] 


[ 22 . 2 ] 


Essa via é, portanto, facilmente reversível pela adição de 
ATP. A reação da citocromo c-oxidase, entretanto, a última 
etapa da cadeia de transporte de elétrons, é irreversível e é, 
assim, um dos sítios reguladores importantes nessa via. A ci- 
tocromo c-oxidase, em contraste com a maioria dos sistemas 
enzimáticos regulatórios, parece ser controlada exclusiva- 
mente pela disponibilidade de um de seus substratos, o cito- 
cromo c reduzido (c 2+ ). Uma vez que esse substrato está em 
equilíbrio com o restante do sistema acoplado da fosforilação 
oxidativa (Equação [22.2]), sua concentração depende, em 
última análise, da razão intramitocondrial [NADH]/[NAD ! ] 
e da razão da ação das massas do ATP ( [ATP] / [ADP] [P ; ] ) . 
Pelo rearranjo da Equação [22.2], a razão de citocromo c re- 
duzido para oxidado é expressa como 

[c 2+ ] _( [NADH] YY [ADP] [PJ 

[c 3 + ] \[NAD + ]/ V [ATP] 

Consequentemente, quanto maior a razão [NADH]/[NAD ] 
e quanto menor a razão da ação das massas para o ATP, 
maior é a [c 2 ] (citocromo c reduzido) e, assim, maior é a 
atividade da citocromo c-oxidase. 

Como esse sistema pode ser afetado por alterações na 
atividade física? Em um indivíduo em repouso, a hidrólise de 
ATP para ADP e P ; é mínima e a razão da ação das massas do 
ATP é alta; a concentração de citocromo c reduzido é baixa, 
portanto, e a fosforilação oxidativa é mínima. Um aumento 
na atividade física resulta em aumento na hidrólise de ATP 
a ADP e P ; , diminuindo assim a razão da ação das massas do 
ATP e aumentando a concentração de citocromo c reduzido. 
Isso resulta em um aumento na velocidade de transporte de 
elétrons e na fosforilação oxidativa acoplada. Tal controle da 
fosforilação oxidativa pela razão da ação das massas do ATP 
é denominado controle pelo aceptor, pois a velocidade da 
fosforilação oxidativa aumenta com a concentração de ADP, 
o aceptor do grupo fosforila. Em termos de um sistema de 
suprimento-demanda (Seção 17.4D), o controle pelo aceptor 
é compreendido como um controle pelo bloco de demanda. 

A compartimentalização da célula em mitocôndria, onde 
o ATP é sintetizado, e citoplasma, onde ele é utilizado, apre- 
senta um interessante problema de controle: em última análi- 
se, é a razão da ação das massas do ATP no citosol ou na ma- 
triz mitocondrial a controladora da fosforilação oxidativa? 
Obviamente, a razão da ação das massas do ATP que exerce 
controle direto deve ser aquela da matriz mitocondrial, onde 
o ATP é sintetizado. Entretanto, a membrana mitocondrial 
interna, que é impermeável a nucleotídeos da adenina e ao 
P., depende de sistemas específicos de transporte para man- 
ter a comunicação entre os dois compartimentos (Seção 
20. 4C). Essa organização torna possível que o transporte de 
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nucleotídeos de adenina ou P, participem do controle da fos- 
for ilação oxidativa. 

Um considerável esforço de pesquisa tem sido dirigido 
para a determinação da forma como a fosforilação oxidativa 
é controlada em termos de análise de controle metabólico. 
Por exemplo, Hans Westerhoff e Martin Kushmerick em- 
pregaram RM (para 31 P) para medir as razões ATP/ADP em 
músculo do antebraço humano em repouso e durante con- 
trações rápidas causadas por estimulação elétrica externa (o 
espectro de RM do 3 P para o ATP é mostrado na Fig. 16.15). 
Em condições de demanda de ATP baixa a moderada, a ra- 
zão da ação das massas citosólica, conforme controlada pelo 
bloco de demanda do sistema, parece ser o principal fator 
controlador para a oxidação mitocondrial. Entretanto, con- 
forme outros laboratórios mostraram, à medida que a de- 
manda por ATP aumenta, o transladador ATP-ADP exerce 
maior controle até que, finalmente, quando a demanda por 
ATP é alta, o controle desloca-se para o bloco de suprimento 
do sistema, a própria fosforilação oxidativa. 

B. Controle coordenado da produção de ATP 

A glicólise, o ciclo do ácido cítrico e a fosforilação oxidativa 
constituem as principais vias para a produção celular de ATP. 
O controle da fosforilação oxidativa pela razão da ação das 
massas do ATP depende, naturalmente, de um suprimento 
adequado de elétrons como substrato para a cadeia de trans- 
porte de elétrons. Esse aspecto do controle do sistema é, por 
sua vez, dependente da razão [NADH]/[NAD ] (Equação 
[22.3]), a qual é mantida alta pela ação combinada da gli- 
cólise e do ciclo do ácido cítrico, convertendo 10 moléculas 
de NAD em NADH por molécula de glicose oxidada (Fig. 
22.1). É claro, portanto, que é necessário um controle coor- 
denado para os três processos. Isso é obtido com a regulação 
de cada um dos pontos de controle da glicólise (hexocinase, 
fosfofrutocinase [PFK, de phosphofructokinase ] e piruvato- 
-cinase) e do ciclo do ácido cítrico (piruvato-desidrogenase, 
citrato-sintase, isocitrato-desidrogenase e a-cetoglutarato- 
-desidrogenase) por nucleotídeos da adenina ou NADH ou 
ambos, assim como por certos metabólitos (Fig. 22.49). 

a. O citrato inibe a glicólise 

Os principais pontos de controle da glicólise e do ciclo do ácido 
cítrico são regulados por diversos efetores, além dos nucleotí- 
deos da adenina e do NADH (Fig. 22.49). Esse é um sistema 
extremamente complexo, com demandas complexas. Seus mui- 
tos efetores, os quais estão envolvidos em diversos aspectos do 
metabolismo, aumentam sua sensibilidade regulatória. Um 
efeito regulatório especialmente interessante é a inibição da 
PFK por citrato. Quando a demanda por ATP diminui, [ATP] 
aumenta e [ADP] diminui. O ciclo do ácido cítrico diminui sua 
velocidade nas reações da isocitrato-desidrogenase (ativada 


FIGURA 22.49 Diagrama esquemático, descrevendo o con- 
trole coordenado da glicólise e do delo do áddo dtrico por 
ATP, ADP, AMP, P f , Ca 2+ e pela razão [NADH]/[NAD + ] (as 
setas verticais indicam aumentos nessa razão). Aqui o ponto 
verde significa ativação e um octãgono vermelho representa ini- 
bição. (Segundo Newsholme, E.A., e Leech, A.R. ? Biochemistry 
for the Medicai Sciences, p. 316 e 320, Wiley [1983].) 
jfb Ver Figuras animadas 
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por ADP) e da a-cetoglutarato-desidrogenase (inibida por 
ATP), fazendo com que a concentração de citrato aumente. 
O citrato pode deixar a mitocôndria por meio de um sistema 
transportador específico e, uma vez no citosol, atua restringin- 
do uma posterior quebra de carboidratos pela inibição da PFK. 

b. A oxidação de ácidos graxos inibe a glicóiise 
Como será visto na Seção 25.2, a oxidação de ácidos graxos é 
um processo aeróbio que produz acetil-CoA } a qual entra no 
ciclo do ácido cítrico, assim aumentando tanto a concentra- 
ção mitocondrial quanto citosólica de citrato. A [acetil-CoA] 
aumentada inibe o complexo da piruvato-desidrogenase 
enquanto a [citrato] aumentada inibe a PFK, levando a um 
aumento da glicose-6-fosfato, que inibe a hexocinase (Fig. 
22.49). Essa inibição da glicóiise pela oxidação dos ácidos 
graxos é denominada ciclo glicose - ácidos graxos ou ddo de 
Randle (em homenagem a seu descobridor, Philip Randle), 
embora não seja um ciclo de fato. O ciclo de Randle permite 
que os ácidos graxos sej am utilizados como o principal com- 
bustível para o metabolismo oxidativo no músculo cardíaco, 
ao mesmo tempo que a glicose é conservada para órgãos que 
a necessitem, como o encéfalo. 

C. Implicações fisiológicas do metabolismo aeróbio versus 
anaeróbio 

Em 1861, Louis Pasteur observou que quando leveduras são 
expostas a condições aeróbias, seu consumo de glicose e pro- 
dução de etanol diminuem enormemente (o efeito Pasteur; a 
fermentação alcoólica em levedura, produzindo ATP, C0 2 e 
etanol, é discutida na Seção 17.3B). Um efeito análogo é ob- 
servado no músculo de mamíferos; a concentração de ácido 
láctico, o produto anaeróbio da glicóiise muscular, cai signifi- 
cativamente quando as células mudam seu metabolismo para 
o modo aeróbio. 

a. A hipoxia causa aumento da glicóiise 

Na presença de uma quantidade suficiente de oxigênio, a 
fosforilação oxidativa fornece a maior parte do ATP neces- 
sário ao organismo. Entretanto, durante uma hipóxia (quan- 
do a quantidade de oxigênio é limitante), a glicóiise deve 
ser estimulada (com seu inerente aumento na velocidade de 
consumo de glicose; o reverso do efeito Pasteur) para forne- 
cer o ATP necessário. A F2,6P, o ativador mais potente da 
PFK-1, também participa desse processo. A concentração de 
F2,6P, como foi visto (Seção 18.3Fc), é regulada pela enzima 
com dupla função PFK-2/FBPase-2. Na isozima cardíaca, a 
atividade da PFK-2 é estimulada pela fosforilação em sua 
Ser 466. Entre as enzimas que o fazem, está a protema-d- 
nase ativada por AMP (AMPK; Seções 25.4Ba, 25.5 e 27.1). 
Quando a deficiência de oxigênio impede que a fosforilação 
oxidativa forneça ATP suficiente para as funções cardíacas, 
como ocorre na isquemia (fluxo sanguíneo insuficiente), 
o aumento resultante na [AMP] ativa a AMPK. A conse- 
quente fosforilação e assim ativação da PFK-2 resulta em 
um aumento na [F2,6P], ativando assim a PFK-1 e, então, a 
glicóiise. 

b. A produção aeróbía de ATP é multo mais eficiente que a 
produção anaeróbia de ATP 

Uma razão para a diminuição no consumo de glicose quan- 
do ocorre a troca do metabolismo anaeróbio para o aeróbio 


torna-se clara a partir de um exame das estequiometrias das 
quebras anaeróbia e aeróbia da glicose (C 6 H l2 0 6 ). 

Glicóiise anaeróbia: 

C 6 H 12 0 6 + 2ADP + 2P; * 

2 lactato + 2H f + 2H 2 0 + 2ATP 

Metabolismo aeróbico da glicose: 

CgH^Oe T 32ADP + 32P; + 60 2 ^ 

6C0 2 + 38H 2 0 + 32ATP 

(2,5 ATPs para cada um dos 10 NADHs gerados por molécula 
de glicose oxidada, 1,5 ATP para cada um dos 2 FADH 2 ge- 
rados, 2 ATPs produzidos na glicóiise e 2 GTPs v- y 2 ATPs 
produzidos no ciclo do ácido cítrico.) Assim, o metabolismo 
aeróbio é 16 vezes mais eficiente que a glicóiise anaeróbia na 
produção de ATP. A mudança para o metabolismo aeróbio, 
portanto, aumenta rapidamente a razão da ação das massas 
do ATP. À medida que a razão da ação das massas do ATP 
aumenta, a velocidade de transporte de elétrons diminui, o 
que causa um aumento na relação [NADH] / [NAD + ]. O au- 
mento nas [ATP] e [NADH] inibe suas enzimas- alvo no ciclo 
do ácido cítrico e na via glicolítica. A atividade da PFK , que é 
regulada por citrato, por nucleotldeos da adenina e é uma das 
enzimas controladoras da velocidade da glicóiise, diminui mui- 
tas vezes quando da mudança do metabolismo anaeróbio para 
aeróbio. Isso explica o dramático decréscimo na glicóiise. 

c. A glicóiise anaeróbia apresenta tanto vantagens como 
limitações 

Os animais podem sustentar a glicóiise anaeróbia apenas du- 
rante curtos períodos de tempo. Isso ocorre porque a PFK, 
que não pode funcionar de maneira eficiente muito abaixo 
do pH 7, é inibida pela acidificação que ocorre com a pro- 
dução de ácido láctico. Apesar dessa limitação, e da baixa 
eficiência da produção glicolítica de ATP, as enzimas da 
glicóiise estão presentes em concentrações tão grandes que, 
quando não estão inibidas, o ATP pode ser produzido muito 
mais rapidamente que pela fosforilação oxidativa. 

As diferentes características do metabolismo aeróbio 
em relação ao anaeróbio nos permitem compreender certos 
aspectos do metabolismo de células tumorais e de doenças 
cardiovasculares . 

d. Metabolismo de células tumorais 

Como foi inicialmente observado por Warburg em 1926, cer- 
tas células tumorais produzem mais ácido láctico que células 
normais em condições aeróbias. Isso ocorre porque a via gli- 
colítica nessas células produz piruvato mais rapidamente do 
que o ciclo do ácido cítrico pode consumir. Como isso pode 
ocorrer, dados os controles entrelaçados desse sistema? Uma 
explicação é que esses controles podem ter sido rompidos nas 
células cancerosas. Outra explicação é que sua utilização de 
ATP ocorre em taxas muito rápidas para que ele seja reposto 
pela fosforilação oxidativa. Isso alteraria as razões entre os 
nucleotídeos da adenina, de forma a aliviar a inibição sobre 
a PFK-1. Além disso, muitas linhagens de células tumorais 
apresentam [F2,6P] muito maior que células normais. Essas 
células contêm uma isozima induzível de PFK-2/FBPase-2, 
que apresenta um sítio fosforilável pela AMPK para ativação 
da PFK-2. Consequentemente, qualquer aumento na [AMP] 
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nessas células resulta em aumento em sua [F2,6P], que ativa 
ainda mais a PFK-1 e a glicólise. Esforços no sentido de com- 
preender as diferenças metabólicas entre células tumorais e 
normais podem por fim levar a um tratamento de certas for- 
mas dessa doença devastadora. 

e. Doenças cardiovasculares 

A privação de oxigênio em certos tecidos, em função de doen- 
ças cardiovasculares, é um tópico de grande interesse para a 
medicina. Por exemplo, duas das causas de morte mais comuns 
na população humana, o infarto do miocárdio (ataque car- 
díaco) e acidentes vasculares cerebrais (derrames e isquemias), 
são causados pela interrupção do fornecimento sanguíneo (0 2 ) 
a uma parte do coração ou do encéfalo, respectivamente. A ra- 
zão pela qual isso resultaria na interrupção da atividade celular 
parece óbvia, mas por que causa morte celular? 

N a ausência de 0 3 , uma célula, que nesse momento conta 
apenas com a glicólise para a produção de ATP, gasta rapi- 
damente seus estoques de fosfocreatina (uma fonte de rápi- 
da produção de ATP; Seção 16.4Cd) e glicogênio, À medida 
que a produção de ATP cai abaixo da quantidade necessária 
para as bombas iônicas da membrana manterem concentra- 
ções iônicas intracelulares adequadas, o balanço osmótico do 
sistema é rompido, de modo que a célula e suas organelas en- 
volvidas por membranas começam a inchar. Como resultado, 
as membranas tornam-se superdistendidas e permeáveis, per- 
dendo seus conteúdos. (De fato, um critério diagnóstico útil 
para o infarto do miocárdio é a presença, no sangue, de enzi- 
mas específicas do músculo cardíaco, como a isozima do tipo 
H para a lactato-desidrogenase [enquanto a isozima do tipo 
M predomina no músculo esquelético; Seção 17.3 A], que vaza 
do tecido cardíaco necrótico [morto] .) Além disso, a diminui- 
ção no pH intracelular que acompanha a glicólise anaeróbia 
(devido à produção de ácido láctico; Seção 17.3A) permite 
que enzimas lisossômicas liberadas (as quais são ativas apenas 
em pH ácido) degradem o conteúdo celular. Assim, o cessar 
da atividade metabólica resulta em dano celular irreversível. 
Tecidos que respiram rapidamente, como os tecidos cardíaco 
e nervoso, são especialmente suscetíveis a tais danos. 

f. IF Inibe a F^F^ATPase durante a hipoxia 

Em condições de hipóxia, a força próton-motriz da membrana 
mitocondrial interna é reduzida a tal ponto que a F 1 -F 0 -ATPase 
mudaria sua ação da síntese para hidrólise de ATP, resultando 
em uma perda catastrófica de ATP. Isso é impedido pela in- 
teração da F r F 0 -ATPase com uma proteína reguladora de 84 
resíduos, denominada IFj. Em condições fisiológicas normais, 
a IF t forma tetrâmeros inativos e oligômeros de alta ordem. 
Entretanto, quando o pH cai abaixo de 6,5, o que ocorre em 
condições anaeróbias devido à produção de ácido láctico, a IFj 
forma dímeros, em que suas subunidades, constituídas quase 
completamente por hélices a, associam-se via uma héüce em 
espiral antiparalela envolvendo seus resíduos 48 a 84. A es- 
trutura por raios X da Fj em complexo com AMPPNP e IF 1? 
determinada por Leslie e Walker, revela que cada segmento 
N-terminal do dímero da IF 1 está ligado à interface ol dp -|3 dp 
(F ig. 22.386) de uma Fj separada. Isso prende o AMPPNP e, 
presumivelmente, o ATP no sítio de ligação f} DP , o que o im- 
pediria de hidrolisar o ATP (uma vez que AMPPNP, em vez 
de ADP, está ligado a jâ DP , sugere-se que essa estrutura seja de 
uma etapa pré-hidrólise na reação catalítica). Quando o oxigê- 


nio toma-se disponível, a célula dispõe novamente de energia e 
seu pH aumenta, causando a dissociação da proteína IF l5 que se 
separa de Ft-F 0 , o qual começa então a sintetizar o ATP. 

g. Redução parcial no oxigênio produz espécies reativas de 
oxigênio (EROs) 

Embora a redução do 0 2 por quatro elétrons, transferidos 
pela citocromo c-oxidase, normalmente se dê deforma a com- 
pletar -se, a enzima libera, de modo não frequente, espécies 
reativas de oxigênio (EROs) parcialmente reduzidas, que rea- 
gem facilmente com uma variedade de componentes celulares. 
A ERO mais conhecida é o radical superóxido, 0 2 •. Esse 
radical também é produzido a partir do vazamento ocasional 
de elétrons dos Complexos I e III: 

0 2 + e~ ■» 0 2 r 

Sua produção é aumentada em condições de hipóxia. 

O radical superóxido é um precursor de outras espécies 
reativas. A protonação do O* produz H0 2 *, um oxidante 
muito mais forte que o 0 2 * . A espécie de oxigênio mais po- 
tente nos sistemas biológicos é provavelmente o radical hi- 
droxila, que forma-se a partir do relativamente inofensivo 
peróxido de hidrogênio (H 2 0 2 ): 

H 2 0 2 + Fe 2+ » *OH + OH“ + Fe 3 + 

O radical hidroxila também é formado por meio da reação 
do superóxido com H 2 0 2 : 

0 2 * + H 2 0 2 ► 0 2 + OH + • OH 

As EROs extraem facilmente elétrons de outras moléculas, 
convertendo-as em radicais livres e assim iniciando uma rea- 
ção em cadeia. 

A natureza randômica dos ataques de EROs torna difícil 
caracterizar seus produtos reacionais, mas todas as classes de 
molélculas biológicas são suscetíveis ao dano oxidativo cau- 
sado pelos radiciais livres. A oxidação de lipídeos poli-insa- 
turados em células pode romper as estruturas das membra- 
nas e o dano oxidativo ao DNA pode resultar em mutações 
pontuais. A função enzimática pode também ser comprome- 
tida por meio de reações dos radicais com cadeias laterais de 
seus resíduos de aminoácidos. Uma vez que a mitocôndria é 
o sítio da maior parte do metabolismo oxidativo da célula, 
seus lipídeos, DNA e proteínas sofrem a maior parte do ata- 
que causado pelos radicais livres. 

Diversas doenças degenerativas, incluindo as doenças de 
Parkinson, Alzheimer e Huntington, estão associadas com 
danos oxidativos à mitocôndria. Tais observações levaram 
à teoria dos radicais livres e envelhecimento, que conside- 
ra que as reações causadas pelos radicais livres durante o de- 
curso do metabolismo oxidativo normal são, pelo menos em 
parte, responsáveis pelo processo de envelhecimento. De fato, 
indivíduos com defeitos congênitos em seu DNA mitocon- 
drial sofrem de uma variedade de sintomas típicos da idade 
avançada, incluindo dificuldades neuromotoras, surdez e de- 
mência. Esses defeitos genéticos podem aumentar a susceti- 
bilidade das miíocôndrias aos danos produzidos pelas EROs. 

h. As células estão equipadas com mecanismos 
antioxidantes 

Antioxidantes são capazes de eliminar radicais livres oxidati- 
vos, como 0 2 ; e -OH. Em 1969, Irwin Fridovich descobriu que 
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a enzima superóxido-dismutase (SOD), que esta presente em 
quase todas as células, catalisa a conversão do G, 7 em H 2 0 2 : 

20 2 ‘ + 2H + » H 2 0 2 + 0 2 

A SOD mitocondrial e a SOD bacteriana são ambas tetrâme- 
ros que contêm Mn 2 ' ; a SOD citosólica dos eucariotos é um 
dímero, que contém tanto íons Cu 2 ' quanto Zn 2+ . Embora a 
taxa de degradação não enzimática do superóxido sej a —2 X 
IO 1 M~‘ * s _1 , aquela da reação catalisada pela Cu,Zn-SOD é 
~2 X 10 9 M” 1 • s -1 , próxima ao limite de controle por difusão 
(Seção 14.2Bb). Isso é realizado, aparentemente, por orien- 
tação eletrostática do substrato superóxido, negativamente 
carregado, no centro ativo da enzima (Fig. 14.10). 

O H 2 0 2 é degradado em água e oxigênio por enzimas 
como a catai ase, que catalisa a reação 

2H 2 0 2 > 2H 2 0 + 0 2 

e a glutationa-peroxidase, que utiliza glutationa (GSH; Seção 
21.2Ba) como agente redutor: 

2GSH + H 2 0 2 ¥ GSSG + 2H 2 0 


Essa última enzima também catalisa a degradação de hidro- 
peróxidos orgânicos. Alguns tipos de glutationa-peroxidase 
necessitam Se para sua atividade, e essa é uma das razões 
pelas quais o Se parece ter atividade antioxidante. 

Outros potenciais antioxidantes são compostos deriva- 
dos de plantas, como o ácido ascórbico (vitamina C; Seção 
ll.lCb) e a vitamina E, um grupo de compostos cujo mem- 
bro mais proeminente é o a-tocoferol. 



«-Tocoferol (vitamina E) 


Esses compostos podem aj udar a proteger plantas de danos 
oxidativos durante a fotossíntese, um processo no qual H 2 0 é 
oxidada a 0 2 (Seção 24.2). Testes clínicos, no entanto, indicam 
que seu uso não contribui para a longevidade em humanos. 


RESUMO DO CAPÍTULO 


1 A irsitocôndria A fosforilação oxidativa é o processo pelo qual 
o NADH e o FADH 2 , produzidos pela oxidação de nutrientes, são 
oxidados, com a formação concomitante de ATP. O processo ocorre 
na mitocôndria, uma organela elipsoide, envolta por uma membra- 
na externa permeável, contendo também uma membrana interna 
impermeável e altamente invaginada, que delimita a matriz. As en- 
zimas da fosforilação oxidativa estão embebidas na membrana mi- 
tocondrial interna. O P é importado para a mitocôndria por uma 
proteína específica de transporte. Proteínas que importam e que ex- 
portam Ca 2+ operam a fim de manter [Ca i+ ] citosólica constante. Os 
elétrons do NADH são importados para a mitocôndria por sistemas 
de lançadeiras, tais como a lançadeira do glicerol-fosfato e a lança- 
deira do malato-aspartato. 

2 Transporte de elétrons A variação de energia livre padrão 
para a oxidação do NADH pelo 0 2 é AG°' = —218 kJ • mol, en- 
quanto a energia para a síntese de ATP a partir de ADP e P ( é AG°' 
= 30,5 kJ • mol. Consequentemente, a energia livre molar para 
a oxidação do NADH pelo 0 2 é suficiente para fornecer energia 
para a síntese de diversos moles de ATP em condições padrão. Os 
elétrons gerados pela oxidação do NADH e do FADH 2 passam por 
quatro complexos proteicos, a cadeia transportadora de elétrons, 
com a síntese acoplada de ATP. Os Complexos I, III e IV partici- 
pam da oxidação do NADH, produzindo —2,5 ATPs por NADH, 
enquanto a oxidação do FADH 2 , que envolve os Complexos II, 
III e IV, produz apenas —1,5 ATPs por FADH 2 . Assim, a razão de 
moles de ATP produzidos por mol de coenzima oxidada pelo 0 2 , a 
razão P/O, é —2,5 para a oxidação do NADH e —1,5 para a oxida- 
ção do FADH 2 . A trajetória dos elétrons na cadeia transportadora 
de elétrons foi elucidada em parte pela utilização de inibidores do 
transporte de elétrons. A rotenona e o amital inibem o Complexo 
I, a antimicina inibe o Complexo III e o CN inibe o Complexo IV. 
Também foram utilizadas medidas dos potenciais de redução dos 
grupos prostéticos carreadores de elétrons, contidos nos complexos 
transportadores de elétrons. 

O Complexo I contém FMN e nove centros ferro-enxofre em 
um complexo proteico transmembrana, constituído por 45 subuni- 
dades (em mamíferos). Esse complexo com formato de L transfere 
elétrons do NADH para a CoQ, uma pequena molécula apoiar, li- 


vremente difusível dentro da membrana. O Complexo II, que tam- 
bém é a enzima succinato-desidrogenase do ciclo do ácido cítrico, 
também transfere elétrons para a CoQ, nesse caso a partir do suc- 
cinato, através do FAD e de três centros ferro-enxofre. A estrutura 
por raios X do Complexo II indica que seus cofatores redox estão 
arranjados em uma cadeia linear. A CoQH, passa elétrons para o 
Complexo III (citocromo bc x ), um complexo homodimérico cujos 
protômeros contêm, cada um, dois núcleos heme do tipo b ligados 
a uma subunidade de citocromo b, uma proteína ferro-enxofre de 
Rieske (PFE) e um citocromo c, . Um elétron do citocromo c L do 
Complexo III é transferido para o centro Cu A do Complexo IV 
(citocromo c-oxidase) via uma proteína periférica de membrana, 
o citocromo c. Esse elétron é então transferido para o citocromo 
a, que, por sua vez, o transfere para um centro binuclear compos- 
to por heme a } e Cu B , que reduz 0 2 a H 2 0. Esse processo ocorre 
em quatro etapas, com transferência de um elétron em cada etapa, 
quando são bombeados quatro prótons da matriz mitocondrial (ou 
do citoplasma bacteriano) para o espaço intermembrana (ou para o 
periplasma). Os Complexos I, III e IV formam supercomplexos, o 
que aumenta a eficiência do transporte de elétrons. 

3 Fosforilação oxidativa O mecanismo pelo qual a energia livre 
liberada pela cadeia transportadora de elétrons é armazenada e uti- 
lizada na síntese de ATP é descrito pela hipótese quimiosmótica. 
Essa hipótese estabelece que a energia livre liberada pelo transporte 
de elétrons é conservada por meio da produção de um gradiente 
eletroquímico de prótons através da membrana mitocondrial inter- 
na (membrana celular nas bactérias; o lado de fora mais positivo e 
ácido), o qual é utilizado para a síntese de ATP. O gradiente de pró- 
tons é criado e mantido pelo translado forçado de H + para o lado de 
fora da membrana mitocondrial interna, à medida que os elétrons 
fluem pelos Complexos I, III e IV. 

O Complexo III bombeia prótons por meio de um mecanis- 
mo envolvendo uma alça redox, denominado ciclo Q, um ciclo du- 
plo bifurcado, em que uma molécula de CoQH 2 é oxidada a CoQ 
e então novamente reduzida a CoQH 2 por uma segunda molécula 
de CoQH 2 , em um processo que transfere coletivamente quatro 
prótons do lado interno para o lado externo, ao mesmo tempo em 
que uma molécula de CoQH 2 é oxidada a CoQ. Elétrons são trans- 
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feridos entre as duas CoQ, que estão ligadas em diferentes sítios, 
Qo e Qi, assim como entre a CoQH 2 ligada ao Q 0 e o citocromo c 1 
via PFE, que sofre uma alteração conformacional nessa reação. O 
Complexo IV não contém carreadores (H + + e), como a CoQH 2 , 
e por essa razão translada prótons por um mecanismo de bombea- 
mento de prótons. A bacteriorrodopsina, a bomba de prótons me- 
lhor caracterizada, translada prótons em um processo estimulado 
pela luz. Isso envolve a isomerização de trans para cis do grupo 
prostético retinal da bacteriorrodopsina ao absorver um fóton, se- 
guida pelo translado de um próton através do canal central hidro- 
fílico dessa proteína transmembrana, por um processo que envolve 
mudanças conformacionais e de pX dos grupos polares que reves- 
tem o canal, na medida em que o retinal relaxa de volta ao estado 
fundamental. Acredita-se que o Complexo IV bombeie prótons por 
um mecanismo semelhante, impulsionado em função de mudanças 
no estado redox de seu centro binuclear heme a^— Cu B , quando este 
reduz o0 2 a H 2 0. 

A energia armazenada no gradiente eletroquímico de prótons 
é utilizada pela ATP-sintase transladadora de prótons (Complexo 
V, FjFfj-ATPase) para a síntese de ATP, por meio do mecanismo 
de mudança na capacidade de ligação, acoplando esse processo 
ao transporte exergônico de H de volta ao lado interno. A ATP- 
-sintase transladadora de prótons mitocondrial consiste em dois 
componentes oligoméricos: F t (ajpj-ySs), uma proteína periférica 
de membrana, que aparece como “pirulitos” em microgr afias ele- 
trônicas da membrana mitocondrial interna, e F 0 {ab 2 c u na E. cotí ), 
uma proteína integral da membrana, que contém o canal de prótons. 


As alterações conformacionais que promovem a síntese de ATP a 
partir de ADP + P, ocorrem pela já demonstrada rotação da subu- 
nidade 7 em relação ao conjunto catalítico que contém os três 
sítios ativos da enzima. A subunidade 7 está ligada a um anel de su- 
bunidades c na F 0 , cuja rotação é acionada pela passagem de prótons 
entre ela e a subunidade a. 

Compostos como o 2,4-dinitrofenol são desacopladores da fos- 
forilação oxidativa, pois transportam FF pela membrana mitocon- 
drial, de modo a dissipar o gradiente de prótons, permitindo que o 
transporte de elétrons continue sem síntese concomitante de ATP. 
Mitocôndrias da gordura marrom contêm um sistema desacoplador 
regulado que, sob controle hormonal, produz calor em vez de ATP. 

4 Controle da produção de A"'P Sob condições aeróbias, a ve- 
locidade de síntese de ATP pela fosforilação oxidativa é regulada 
pela razão da ação das massas do ATP, um fenômeno conhecido 
como controle pelo aceptor. A síntese de ATP é intimamente aco- 
plada à oxidação de NADH e FADH 2 pela cadeia de transporte de 
elétrons. A glicólise e o ciclo do ácido cítrico são controlados de 
modo coordenado para produzir NADH e FADH 2 somente na ve- 
locidade necessária para atender à demanda do sistema por ATP. O 
IFj inibe a hidrólise do ATP pela F,F, -ATPase mitocondrial, o que 
ocorreria em condições de hipóxia. Reações incompletas e colate- 
rais dos Complexos I, III e IV produzem espécies reativas de oxigê- 
nio (EROs) capazes de causar danos, as quais são em grande parte 
eliminadas pela ação de diversas enzimas celulares, notavelmente a 
sup eróxido -dismutase . 
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PROBLEMAS 


1. Ordene as seguintes coenzimas e grupos prostéticos com ativida- 
de redox da cadeia transportadora de elétrons em ordem crescente de 
afinidade por elétrons: citocromo a, CoQ, FAD, citocromo c, NAD + . 

2. Por que a oxidação do succinato a fumarato está associada com 
a produção de apenas dois ATPs durante a fosforilação oxidativa, 
enquanto a oxidação do malato a oxalacetato está associada com a 
produção de três ATPs? 

3. Qual a eficiência termodinâmica da oxidação de FADH 2 de 
forma a sintetizar dois ATPs em condições bioquímicas padrão? 

4. O envenenamento subletal por cianeto pode ser revertido pela 
administração de nitritos. Essas substâncias oxidam a hemoglobina, 
que apresenta uma afinidade relativamente baixa por CN~, produ- 
zindo metemoglobina, que apresenta uma afinidade relativamente 
alta por CN . Por que esse tratamento é efetivo? 

5. Ligue os compostos a seguir com seus efeitos: (1) rotenona, (2) 
dinitrofenol e (3) antimicina. (a) Inibe a fosforilação oxidativa quan- 
do o substrato é o piruvato, mas não quando o substrato é o succi- 
nato. (b) Inibe a fosforilação oxidativa tanto quando o substrato é o 
piruvato quanto quando o substrato é o succinato. (c) Permite que o 
piruvato seja oxidado pela mitocôndria mesmo na ausência de ADP. 

8. A nigericina é um ionóforo (Seção 20.2C) que troca K + por H + 
entre os dois lados da membrana. Explique como o tratamento de 


mitocôndrias funcionais com nigericina desacopla o transporte de 
elétrons da fosforilação oxidativa. A valinomicina, um ionóforo que 
transporta K + , mas não H", faz o mesmo? Explique. 

7. Por que é possível elétrons fluirem, em um complexo de trans- 
ferência de elétrons, de um centro redox para outro com menor va- 
lor de %°’l 

8. Como diferem as razões P/O para o NADH em ATP-sintases 
que contenham 10 e 15 subunidades c? 

9. A diferença de pH entre as superfícies interna e externa da 
membrana mitocondrial interna é 1,4 unidade de pH (com o lado 
externo mais ácido). Se o potencial de membrana é 0,06 V (lado 
interno negativo), qual a energia livre liberada no transporte de 1 
mol de prótons de volta através da membrana? Quantos prótons 
devem ser transportados para fornecer energia livre suficiente 
para a síntese de 1 mol de ATP? (Considere condições bioquími- 
cas padrão.) 

* 10. (a) Uma interpretação simplista do ciclo Q prediria que a efi- 
ciência do bombeamento de prótons pelo citocromo bc í seria redu- 
zida por no máximo 50% na presença de concentrações satur antes 
de antimicina. Explique, (b) Indique por que o citocromo bc l é inibi- 
do em quase 100% pela antimicina. 

1 L O antibiótico oligomicina B 
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liga-se à subunidade F 0 da FjF 0 -ATPase mitocondrial e assim impe- 
de a síntese de ATP nesse sítio (observe que a proteína que confe- 
re sensibilidade à oligomicina [PCSOJ, a contraparte mitocondrial 
da subunidade S da E. coli [Fig. 22.41], não liga a oligomicina B). 
Explique por que (a) partículas submitocondriais das quais F, foi 


removida são permeáveis a prótons e (b) por que a adição de oligo- 
micina B a partículas submitocondriais desprovidas de F : causa uma 
redução de várias vezes nessa permeabilidade. 

12 . A oligomicina B (ver Problema 11) e o cianeto inibem a fos- 
forilação oxidativa tanto quando o substrato é o piruvato quanto 
quando o substrato é o succinato. O dinitrofenol pode ser utilizado 
para distinguir entre esses dois inibidores. Explique. 

13 . A F^-ATPase da E. coli não pode sintetizar ATP quando a 
Met 23 de sua subunidade 7 for mutada para Lys. Ainda assim, o 
componente F. desse complexo ainda apresenta rotação de sua su- 
bunidade 7 em relação a seu esferoide a 3 ( 3 3 , quando é suprido com 
ATP. Sugira uma razão para esses efeitos. 

14 . Para a oxidação de uma determinada quantidade de glicose, 
qual o processo que produz mais calor: a termogênese sem tremor 
pelo tecido adiposo marrom ou a termogênese com tremor pelo 
músculo? 

15 . Qual a vantagem da ativação hormonal de uma üpase durante 
a estimulação da termogênese sem tremor no tecido adiposo mar- 
rom em vez de se estimular diretamente a UCP1? 

16 . Como o atractilosídeo afeta a respiração mitocondrial? (Dica: 
Ver Seção 20.4C.) 

5.7. Certas empresas inescrupulosas oferecem, mediante pagamen- 
to de uma taxa, o congelamento de indivíduos recentemente faleci- 
dos em nitrogênio líquido até que a medicina possa curar a doença 
da qual morreram. Qual a falácia bioquímica desse procedimento? 
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CAPÍTULO 23 


1 A gliconeogênese 

A. A via da gliconeogênese 

B. Regulação da gliconeogênese 

C. 0 ciclo de Cori 

2 O ciclo do glioxalato 

3 Biossíntese de oligossacarídeos e glicoproteínas 

A. Síntese de lactose 

B. Síntese de glicoproteínas 

4 A via das pentoses-fosfato 

A. Reações oxidativas da produção de NADPH 

B. Isomerização e epimerização da ribu!ose-5-fosfato 

C. Reações de formação e divagem de ligações 
carbono-carbono 

D. Controle da via das pentoses-fosfato 

E. Deficiência de g!icose-6-fosfato-desidrogenase 


Até o momento, o foco tem sido em muitos aspectos do meta- 
bolismo de carboidratos. Foi visto como a energia livre da oxi- 
dação da glicose é sequestrada na forma de ATP por meio da 
glicólise, do ciclo do ácido cítrico e da fosforilação oxidativa. 
Estudou-se também o mecanismo pelo qual a glicose é arma- 
zenada como glicogênio para uso futuro e como o metabolis- 
mo do glicogênio é controlado em resposta às necessidades 
do organismo. Neste capítulo, serão examinadas várias outras 
rotas importantes do metabolismo de carboidratos: 

1. A gliconeogênese, através da qual precursores que não 
são carboidratos, tais como lactato, piruvato, glicerol e ami- 
noácidos, são convertidos em glicose. 

2. O ciclo do glioxalato, através do qual as plantas conver- 
tem acetil-CoA em glicose. 

3. Biossíntese de oligossacarídeos e glicoproteínas, por 

meio da qual oligossacarídeos são sintetizados e adicionados 
a resíduos de aminoácidos específicos de proteínas. 

4. A via das pentoses-fosfato, uma via alternativa de degra- 
dação de glicose, que gera NADPH, a fonte de equivalentes 
redutores na biossíntese redutora, e ríbose-5 -fosfato, o açú- 
car precursor dos ácidos nucleicos. 

Este capítulo completa o estudo sobre o metabolismo de 
carboidratos em animais; a fotossíntese, que ocorre apenas em 
plantas e certas bactérias, é o assunto do Capítulo 24. 


1 A GLICONEOGÊNESE 

A glicose ocupa um papel central no metabolismo, tanto 
como combustível quanto como um precursor de carboidra- 
tos estruturais essenciais e de outras biomoléculas. O cérebro 
e as células vermelhas do sangue são quase completamen- 
te dependentes da glicose como fonte de energia. Porém, 
a capacidade de armazenamento de glicogênio no fígado 
é suficiente para suprir o cérebro com glicose por apenas 
aproximadamente meio dia sob jejum ou inanição. Portanto, 
guando em jejum, a maior parte da glicose do organismo deve 
ser suprida por meio da gliconeogênese (literalmente, sínte- 
se de glicose nova ), que é a biossíntese de glicose a partir de 
precursores não carboidratos. De fato, estudos com marca- 
ção isotópica para determinar a fonte da glicose presente no 
sangue durante o jejum mostraram que a gliconeogênese é 
responsável por 64% da produção total de glicose durante 
as primeiras 22 horas de jejum e responde por praticamente 
toda a produção de glicose após 46 horas. Assim, a gliconeo- 
gênese provê uma fração substancial da glicose produzida 
em seres humanos em jejum, mesmo após algumas horas. A 
gliconeogênese ocorre no fígado e, em menor extensão, nos 
rins. 

Os precursores não carboidratos que podem ser conver- 
tidos em glicose incluem os produtos da glicólise, lactato e 
piruvato, intermediários do ciclo do ácido cítrico e os esquele- 
tos de carbono da maioria dos aminoácidos. Primeiramente, 
entretanto, todas essas substâncias devem ser convertidas em 
oxalacetato, o material de partida para a gliconeogênese ( Fig. 
23.1). Os únicos aminoácidos que não podem ser converti- 
dos em oxalacetato em animais são leucina e lisina, pois sua 
hidrólise gera apenas acetil-CoA (Seção 26. 3F). Não existe 
nenhuma rota para a conversão de acetil-CoA em oxalace- 
tato em animais. Da mesma maneira, ácidos graxos não po- 
dem servir como precursores de glicose em animais porque 
a maioria é degradada completamente a acetil-CoA (Seção 
25. 2C). Entretanto, ao contrário do que acontece em ani- 
mais, as plantas possuem uma rota para a conversão de ace- 
til-CoA em oxalacetato, o ciclo do glioxalato (Seção 23.2), de 
modo que os ácidos graxos podem ser a única fonte de carbo- 
no das células vegetais. GÜcerol, um produto da hidrólise de 
triacilgliceróis, é convertido em gücose por meio da síntese 
do intermediário glicolítico di-hidroxiacetona-fosfato, como 
descrito na Seção 25.1. 
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FIGURA 23.1 As rotas que convertem lactato, piruvato e intermediários do delo do áddo cítrico em oxalacetato. Os esqueletos 
de carbono de todos os aminoãcidos, exceto leucina e lisina, podem ser, pelo menos em parte, convertidos em oxalacetato e, então, 
em glicose por meio destas reações. 


A. A via da gliconeogênese 

A gliconeogênese utiliza enzimas glicolíticas. Contudo, três 
dessas enzimas, hexoeinase, fosfofrutocinase (PFK) e piru- 
vato -cinase, catalisam reações com grandes variações de 
energia livre negativa na direção da glicólise. Essas reações 
devem, portanto, ser substituídas na gliconeogênese por rea- 
ções que tornem a síntese de glicose termodinamicamente 
favorável. Aqui, como no metabolismo do glicogênio (Seção 
18. 1D), observa-se o tema recorrente que rotas de biossíntese 
e rotas de degradação diferem em pelo menos uma reação. 
Isso não apenas permite que ambas as direções sejam, de for- 
ma termodinâmica, favoráveis sob as mesmas condições fisio- 
lógicas, mas também permite que as rotas sejam independen- 
temente controladas, de modo que uma direção possa estar 
ativada enquanto a outra está inibida. 


a. O piruvato é convertido em oxalacetato antes da 
conversão em fosfoenolpiruvato 
A formação de fosfoenolpiruvato (PEP) a partir de piruvato, 
o inverso da reação da piruvato-cinase, é uma reação ender- 
gônica e, portanto, requer um aporte de energia livre. Este 
aporte é efetuado pela conversão de piruvato primeiramente 
em oxalacetato. O oxalacetato é um intermediário de “alta 
energia”, cuja descarboxilação exergônica supre a energia 
livre necessária para a síntese de PEP. O processo requer a 
participação de duas enzimas (Fig. 23.2): 

1. A piruvato- carboxilase, que catalisa a formação de oxa- 
lacetato a partir de piruvato e HC0 3 _ , em uma reação de- 
pendente de ATP. 

2. A PEP-carboxicinase (PEPCK), que converte oxalace- 
tato em PEP, em uma reação que utiliza GTP como agente 
fosforilante. 
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IIGURA 23.2 Conversão de piruvato em oxalacetato e, então, em fosfoenolpiruvato. As enzimas envolvidas sao (1) a piruvato 
-carboxilase e (2) a PEP-carboxidnase (PEPCK). 


b. A piruvato-carboxílase possui um grupo prostético biotina 
A enzima piruvato-carboxilase, descoberta em 1959 por 
Merton Utter, é uma proteína tetramérica com sub unida- 
des idênticas de —130 kDa, cada uma possuindo um grupo 
prostético biotina. A biotina (Fig. 23.3a) funciona como um 
transportador de C0 2 ao adquirir um substituinte carboxila 
em seu grupo ureido (Fig. 23.3b). A biotina está co valente- 
mente ligada à enzima por meio de uma ligação amida entre 
o grupo carboxila da cadeia lateral de valerato da biotina e 
o grupo e-amino de um resíduo de Lys da enzima, forman- 
do um resíduo biocitina (alternativamente, biotinil-lisina) 
(Fig. 23.3b). O sistema de anéis da biotina está, assim, na 
extremidade de um braço flexível de 16 À de comprimen- 
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FIGURA 23.3 A biotina e a carboxibiotinil-enzima. (a) A 

biotina é constituída por um anel imidazolina, fusionado em 
cis a um anel tetra -hidrotiofeno que possui uma cadeia lateral 
de valerato. A quiralidade de cada um dos seus três centros 
assimétricos está indicada. As posições 1 , 2 e 3 constituem um 
grupo ureido. ( b ) Na carboxibiotinil-enzima, o NI do grupo 
ureido da biotina é o sítio de carboxilação. A biotina é cova- 
lentemente ligada a carboxilases por meio de uma ligação ami- 
da entre o seu grupo carboxila da cadeia lateral de valerato e o 
grupo e-amino da cadeia lateral de uma lisina da enzima para 
formar biocitina. 


to, muito similar àquele do grupo prostético ácido lipoico 
do complexo multienzimático da piruvato-desidrogenase 
(Seção 21. 2 Ac). 

A biotina, que foi primeiramente identificada como 
um fator de crescimento de leveduras, em 1935, é um nu- 
triente essencial para humanos. A deficiência nutricional, 
entretanto, é rara, pois a biotina está presente em muitos 
alimentos e é sintetizada pelas bactérias intestinais. Em 
humanos, a deficiência de biotina quase sempre resulta do 
consumo de grandes quantidades de ovos crus. Isso ocor- 
re porque a clara do ovo contém uma proteína, chamada 
avidina, que se liga à biotina tão fortemente (constante de 
dissociação, K = 10 15 M) que impede a sua absorção in- 
testinal (ovos cozidos não causam esse problema, porque o 
cozimento desnatura a avidina) . Acredita-se que a presen- 
ça de avidina em ovos tenha a função de inibir o crescimen- 
to de microrganismos neste ambiente altamente nutritivo. 
O homólogo da avidina, a estreptavidina, que é secretada 
por Streptomyces avidinii, é utilizado como um agente de 
ligação com numerosas aplicações em biotecnologia (p. ex., 
Seção 22.3 Ce), por causa de sua afinidade especialmente 
alta com a biotina. 

c. A reação da piruvato-carboxilase 

A reação da piruvato-carboxilase ocorre em duas fases 
(Fig. 23.4): 

Fase I A biotina é carboxilada em seu átomo NI pelo 
íon bicarbonato por meio de uma reação em três etapas, em 
que a hidrólise de ATP a ADP + P ; tem como função, pela 
formação do intermediário carboxifosfato, desidratar o bi- 
carbonato. Essa desidratação libera C0 2 , que possui energia 
livre suficiente para carboxilar a biotina. O grupo carboxila 
resultante está ativado em relação ao bicarbonato (o AG°' 
para sua clivagem é -19,7 kJ* mol") e pode, portanto, ser 
transferido sem um aporte adicional de energia livre. 

Fase II O grupo carboxila ativado é transferido da car- 
boxibiotina para o piruvato por meio de uma reação em três 
etapas, para formar oxalacetato. 

Essas duas fases da reação ocorrem em diferentes sítios ati- 
vos da mesma enzima. 

d. A acetil-CoA regula a piruvato-carboxilase 

A síntese de oxalacetato é uma reação anaplerótica ( de reposi- 
ção ) que aumenta a atividade do ciclo do ácido cítrico ( Seção 
21.5b). O acúmulo do substrato do ciclo do ácido cítrico, ace- 
til-CoA é, portanto, um indicativo da necessidade de mais 
oxalacetato. 
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FIGURA 23.4 O mecanismo da reação em duas fases da piruvato-carboxilase. A fase I é uma reação em três etapas, nas quais 
carbóxi -fosfato é formado a partir de bicarbonato e ATP, seguindo-se a geração de CO z na enzima, que então carboxila a biotina. 
A fase II é uma reação em três etapas, nas quais C0 2 é produzido no sítio ativo por meio da eliminação da biotinil-enzima, que 
aceita um próton do piruvato para formar piruvato-enolato. Este, por sua vez, ataca nucleofilicamente o C0 2 , gerando oxalacetato. 
(Com base em Knowles, J.R., Annu. Rev. Biochem. 58, 217 [1989].) 


De fato, a acetil-CoA é um potente ativador alostérico 
da piruvato-carboxilase; a enzima está funcional, mas ina- 
tiva, se não estiver ligada a acetil-CoA. Caso, entretanto, o 
ciclo do ácido cítrico esteja inibido (por A TP ou NADH, cuja 
presença em altas concentrações indica o suprimento da de- 
manda para a fosforilação oxidativa; Seção 21.4), o oxalace- 
tato, em vez de entrar no ciclo do ácido cítrico, entra na rota 
de gliconeogênese. 

e. A estrutura por raios X da piruvato-carboxilase sugere um 
mecanismo para a transferência do grupo carboxila 
A estrutura por raios X da piruvato-carboxilase, isolada da 
bactéria do solo Rhizobium etli, em complexo com a ATPyS 
e etil-CoA (acetil-CoA com um grupo etila no lugar do gru- 
po acetila), determinada por Ivan Rayment, revela que cada 
subunidade desta proteína homotetramérica de 1154 resí- 
duos é constituída por quatro domínios (Fig. 23.5 a): um do- 
mínio de carboxilação da biotina (CB; resíduos 1-465) que 
executa a Fase I da reação da piruvato-carboxilase (Fig. 


23.4); um domínio alostérico (resíduos 466-510 e 1001-1073) 
ao qual a acetil-CoA se liga; um domínio carboxitransfera- 
se (CT; resíduos 511-1000) que catalisa a Fase II da reação 
da piruvato-carboxilase (Fig.23.4); e um domínio nomeado 
proteína transportadora de carboxibiotina (PTCB; resíduos 
1074-1154) ao qual o grupo prostético biotina da enzima está 
covalentemente ligado por meio da Lys 1119 (Fig. 23.3). O 
sítio ativo do domínio CB é identificado por estar ligado a 
ATPyS, o domínio CT constitui-se principalmente de uma 
estrutura em barril a/p (vista lateral na Fig. 23.5a) cujo sítio 
ativo é localizado na boca do barril e é identificado por estar 
ligado ao íon Zn 2+ , e o domínio alostérico liga-se a etil-CoA 
que, como a acetil-CoA, ativa a enzima. 

O grupo prostético biotina no domínio PTCB é desorde- 
nado e portanto não visível. De qualquer modo, é claro que 
a distância de —80 À entre os sítios ativos das subunidades é 
muito extensa para ser unida pelos 16 Á de comprimento do 
braço de carboxibiotina (Fig. 23.36). Entretanto, o domínio 
PTCB é conectado à enzima por uma região de ligação po- 



Domínio de carboxilação da biotina (BC) Domínio da carboxitransferase (CT) 

(a) 




Monômero A 


ATP 


Monômero B 


80 Á 


ATP 


^ CB 

FIGURA 23.5 A estrutura por raios X da piruvato-carboxilase 

de R. etli. (a) Diagrama em forma de fitas no qual os domínios 
CB e CT estão coloridos de acordo com as cores do arco-íris a 
partir do N-terminal (azul) até o C-terminal (vermelho), o do- 
mínio alostérico está em verde-claro e o domínio PTCB está em 
cor-de-rosa. O ATP"yS ligado ao sítio ativo do domínio CB e a 
etil-CoA ligada ao domínio alostérico (com apenas sua porção 
nucleotídica visível) estão representados na forma de volume 
atômico com o C do ATP-yS em verde, e, na etil-CoA, C em 
ciano, N em azul, O em vermelho e P em cor de laranja. O ton 
Zn 2 ! ligado ao sítio ativo do domínio CT está representado por 
uma esfera roxa. (b ) Representações de superfície do tetrâmero 
visto ao longo do eixo de ordem 2 com as duas subunidades ati- 
vas mais próximas ao observador. O domínio CB está em roxo, 
o domínio alostérico em verde-claro, o domínio CT em amarelo 
e o domínio PTCB em vermelho. Para maior clareza, uma das 
subunidades está contornada em preto. A distância entre o 
ATPyS no sítio ativo do domínio CB e o íon Zn 2 ' no sítio ativo 
do domínio CT é 65 A . (c) Vista rotada em 180° no eixo vertical 

em relação a (b). O par de subunidades superiores passou por uma mudança conformacional em relação ao par superior em (b) de 
modo que a distância ATP-yS- Zrr 1 entre subunidades vizinhas é 80 À. Além disso, os domínios PTCB no par superior agora estão 
desorganizados, (d) Modelo do tetrâmero indicando como o domínio PTCB transfere um grupo carboxila entre o domínio CB da 
mesma subunidade e o domínio CT da subunidade vizinha. A vista e as cores dos domínios são idênticas àquelas em (b). (Parte (a), 
com base na estrutura por raios X de Ivan Rayment, e partes (b), (c) e (d) são cortesia de Ivan Rayment, University of Wisconsin, 
Madison, Wisconsin, EUA. PDBid 2QF7.) 
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lipeptídica flexível com 34 À de comprimento, muito similar 
àquele que conecta o(s) domínio(s) lipoil a cada subunidade 
di-hidrolipoli-transacetilase (E2) do complexo da piruvato - 
-desidrogenase (Seção 21.2Ae). Ainda assim, seria neces- 
sário um movimento dramático do domínio PTCB inteiro 
para transferir o substrato entre os dois sítios ativos de uma 
única subunidade. Como, então, o domínio PTCB transporta 
o grupo carboxibiotina entre os sítios ativos de um domínio 
CB e um domínio CT? 

A estrutura homotetramérica da piruvato -carboxilase é 
essencial para sua atividade enzimática; as subunidades iso- 
ladas são cataliticamente inativas. Entretanto, o tetrâmero 
contém apenas simetria de ordem 2 pois o par de subuni- 
dades no topo da Fig. 23.5 b difere em conformação do par 
no topo da Fig. 23.5c por uma rotação de 40° e uma trans- 
locação de 40 À do domínio CB em relação ao domínio CT 
da mesma subunidade. Na verdade, os domínios PTCB do 
par de subunidades no topo da Fig. 23.5c estão desordena- 
dos, provavelmente porque os domínios alostéricos destas 
subunidades não se ligam a etil-CoA. Consequentemente, a 
distância entre os sítios ativos das subunidades adj acentes é 
65 À para o par no topo da Fig. 23.5b, e 80 Â para o par no 
topo da Fig. 23.5c. Isto sugere o modelo esquematizado na 
Fig. 23.5d, no qual cada domínio PTCB no topo da Fig. 23.5b 
transfere C0 2 na forma de carboxibiotina do sítio ativo do 
domínio CB da mesma subunidade para o domínio CT de 
uma subunidade adjacente, enquanto as outras duas subu- 
nidades estão inativas. Este é um exemplo incomum de ati- 
vação alostérica acoplada a cooperatividade negativa. Este 
mecanismo pode permitir que a carboxilase desempenhe 
uma catálise eficiente em associação com outras enzimas 
metabólicas. 

O modelo proposto é embasado por experimentos com 
duas formas mutantes da piruvato-carboxilase: K1119Q, que 
elimina a biotinilação do domínio CB; e K718Q, que preju- 
dica a Fase II da reação. Os tetrâmeros de cada uma destas 
subunidades mutantes apresentam respectivamente 0,1 e 4% 
da atividade enzimática da enzima selvagem. Entretanto, te- 
trâmeros mistos apresentam 20% da atividade, portanto in- 
dicando a formação de pares vizinhos contendo domínios CB 
e CT funcionais. 

A PEPCK, uma enzima monomérica de —630 resíduos, cata- 
lisa a descarboxilação, dependente de GTP, do oxalacetato 
para formar PEP e GDP (Fig. 23.6). Observe que o C0 2 que 
carboxila o piruvato para formar oxalacetato é eliminado na 
formação de PEP. O oxalacetato pode, portanto, ser conside- 
rado o piruvato “ativado”, sendo o CO, e a biotina os facilita- 
dores desta ativação, que ocorre à custa da hidrólise de ATP. 
A acetil-CoA é ativada de maneira similar para a biossíntese 
de ácidos graxos, por meio de um processo de carboxilação- 
-descarboxilação (formando malonil-CoA; Seção 25 .4B). 
Em geral, p-cetoácidos podem ser considerados compostos 
de “alta energia” devido à alta energia livre da descarboxi- 
lação do grupo (3-carboxil. Os enolatos que esses compostos 
liberam são utilizados para formar ligações carbono-carbono 



PO!" 

Fosfoenolpiruvato 

(PEP) 

FIG U Rã 23.6 O mecanismo da PEPCK. A descarboxilação 
do oxalacetato (um p-cetoácido) forma um ânion enolato, esta- 
bilizado por ressonância, cujo átomo de oxigênio ataca o grupo 
Y-fosforil do GTP, formando PEP e GDP. 

durante a biossíntese de ácidos graxos ou para formar fosfo- 
enolpiruvato na gliconeogênese. 

g. A gliconeogênese requer o transporte de metabólitos 
entre a mitocôndria e o citosol 

A geração de oxalacetato a partir de piruvato ou de inter- 
mediários do ciclo do ácido cítrico ocorre apenas na mito- 
côndria, enquanto as enzimas que convertem PEP em glicose 
encontram-se no citosol. A localização celular da PEPCK 
varia conforme a espécie. No fígado de camundongos e ratos, 
ela está localizada quase que exclusivamente no citosol; no 
fígado de pombos e coelhos, ela é mitocondrial; em porqui- 
nhos-da-índia e humanos, ela está mais ou menos igualmente 
distribuída entre ambos os compartimentos. Para que a gli- 
coneogênese ocorra, o oxalacetato deve sair da mitocôndria 
para ser convertido em PEP ou o PEP formado na mitocôn- 
dria deve ir para o citosol. 

O PEP é transportado através da membrana mitocon- 
drial por proteínas de transporte de membrana específicas. 
Não há, entretanto, um sistema de transporte semelhante 
para o oxalacetato. Ele deve ser primeiramente convertido 
em aspartato (Fig. 23.7, Rota 1) ou em malato (Fig. 23.7, 
Rota 2), para os quais existe um sistema de transporte mi- 
tocondrial (Seção 22.1B). A diferença entre essas duas rotas 
envolve o transporte de equivalentes redutores de NADH. A 
rota da malato-desidrogenase (Rota 2) resulta no transporte 
de equivalentes redutores da mitocôndria para o citosol, já 
que ela utiliza NADH mitocondrial e gera NADH citosólico. 
A rota da aspartato-aminotransferase (Rota I ) não envolve 
NADH. O NADH citosólico é requerido para a gliconeogê- 
nese, então, sob a maioria das condições, a rota através do 
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FIGURA 23.7 Transporte de PEP e oxalacetato da mitocôndria para o dtosol. O PEP é transportado diretamente entres esses 
dois compartimentos. O oxalacetato, entretanto, deve ser primeiro convertido em aspartato, pela ação da enzima aspartato-ami~ 
notransferase (Rota 1) ou em malato, pela malato-desidrogenase (Rota 2). A Rota 2 envolve a oxidação mitocondrial de NADH, 
seguida pela redução dtosólica de NAD + , transferindo portanto equivalentes redutores de NADH da mitocôndria para o citosol. 

jfb Ver Figuras animadas 


malato é necessária. Quando o precursor para a gliconeogê- 
nese é o lactato, entretanto (Seção 23. ÍC), a sua oxidação a 
piruvato gera NADH citosólico, de modo que qualquer rota 
de transporte pode, então, ser utilizada. É claro que, como 
visto, durante o metabolismo oxidativo, as duas rotas podem 
também funcionar alternativamente (com a Rota 2 inverti- 
da) para formar o transportador malato-aspartato, que trans- 
porta equivalentes redutores NADH para dentro da mito- 
côndria (Seção 22.1Bc). 

No fígado, onde ocorre o ciclo da ureia (Seção 26.2), 
uma terceira rota, uma modificação da Rota 1, pode ser 
acompanhada pelo transporte de oxalacetato para o citosol. 
O aspartato que entra no citosol pela Rota 1 pode ser con- 
vertido em fumarato como parte do ciclo da ureia (Fig. 26.8), 
em vez de ser transaminado. O fumarato é então hidratado 
a malato e desidrogenado a oxalacetato pelas equivalentes 
citosólicas das enzimas do ciclo do ácido cítrico. Essa terceira 
rota gera NADH citosólico pelo mesmo mecanismo utilizado 
pela Rota 2. 


h. As reações de hidrólise desviam da PFK e da hexocinase 
As rotas opostas de gliconeogênese e glicólise utilizam mui- 
tas enzimas em comum (Fig. 23.8). Porém, a variação de 
energia livre é altamente desfavorável na direção da glico- 
neogênese em dois outros pontos da rota além da reação ca- 
talisada pela piruvato-cinase: a reação da PFK e a reação da 
hexocinase. Nesses pontos, em vez de ocorrer a geração de 
ATP pela inversão das reações glicolíticas, FBP e G6P são 
hidrolisadas, liberando P. através de processos exergônicos 
catalisados pelas enzimas frutose-l,6-bifosfatase (FBPase) e 
glicose-6-fosfatase, respectivamente. A glicose-6-fosfatase é 
exclusiva do fígado e dos rins , permitindo a estes órgãos su- 
prir a glicose para os outros tecidos. 

Devido â presença , na rota da gliconeogênese, de enzimas 
diferentes em três etapas irreversíveis da conversão glicolítica 
de glicose em piruvato, tanto a glicólise quanto a gliconeogê- 
nese tornam-se favoráveis de forma termodinâmica. Isso é 
realizado à custa da energia livre da hidrólise de duas molé- 
culas de ATP e duas moléculas de GTP para cada molécula 
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de glicose sintetizada pela gliconeogênese, além daquelas 
que seriam consumidas pela inversão direta da glicólise. 

Glicólise: 

Glicose + 2NAD+ + 2ADP + 2P ( * 

2 piruvato + 2NADH + 4H + + 2ATP + 2H 2 Q 


(Seção 18.3 F). A concentração de F2,6P é controlada por 
sua velocidade de síntese e hidrólise pelas enzimas fosfo- 
frutocinase-2 (PFK-2) e frutose-bifosfatase-2 (FBPase-2), 
respectivamente. O controle da atividade da PFK-2 e da 
FBPase-2 é, portanto, um aspecto importante da regulação 
gliconeo gênica, mesmo que essas enzimas não catalisem 


Gliconeogênese: 

2 Piruvato + 2NADH + 4H+ + 4ATP + 2GTP + 6H 2 0 
► glicose + 2NAD+ + 4 ADP + 2GDP + 6P, 

Reação global: 

2ATP + 2GTP + 4H 2 0 > 2ADP + 2GDP + 4P ; 

Essas perdas de energia livre em um processo cíclico são 
inevitáveis de maneira termodinâmica. Elas são o preço que 
deve ser pago para que a regulação independente das duas 
rotas seja mantida. 

B. Regulação da gliconeogênese 

Se as duas rotas, glicólise e gliconeogênese, acontecessem 
continuamente, de maneira descontrolada, o efeito líquido 
seria um ciclo inútil, desperdiçando a hidrólise de ATP e 
GTP. Isso não acontece. Ao contrário, essas rotas são reci- 
procamente reguladas de modo a satisfazer as necessidades 
do organismo. No organismo alimentado, quando o nível 
sanguíneo de glicose é elevado, o fígado é direcionado para 
a “conservação de combustível’’: o glicogênio é sintetizado 
e a rota glicolítica e a piruvato -desidrogenase são ativadas, 
hidrolisando a glicose a acetil-CoA para a síntese de ácidos 
graxos e o armazenamento de Üpídeos. No organismo em 
jejum, entretanto, o fígado mantém o nível de glicose no 
sangue hidrolisando o gücogênio e invertendo o fluxo da gli- 
cólise para a gliconeogênese (utilizando principalmente pro- 
dutos da degradação de proteínas, através do ciclo glicose- 
-alanina [Seção 26.1Ad], e glicerol, originado da hidrólise de 
triacilgliceróis [Seção 25.1e]). 

a. A glicólise e a gliconeogênese são controladas por 
interações alostéricas e modificações covalentes 
A velocidade e a direção da glicólise e da gliconeogênese são 
controladas nas etapas em que as direções direta e inversa po- 
dem ser reguladas deforma independente: as reações catalisa- 
das por (1) hexocinase/glicose-6-fosfatase, (2) PFK/FBPase e 
(3) piruvato-cinase/piruvato-carboxilase-PEPCK (Fig. 23.8). 
A Tabela 23.1 Üsta essas enzimas de regulação e os seus re- 
guladores. Os mecanismos dominantes são interações alos- 
téricas e modificações covalentes dependentes de AMPc 
(fosforilação/desfosforilação; Seção 18.3). A modificação 
covalente dependente de AMPc torna esse sistema sensível 
ao controle por glucagon e outros hormônios que alteram os 
níveis de AMPc. 

Um dos mais importantes efetores alostéricos envolvi- 
do na regulação da glicólise e da gliconeogênese é a fruto - 
se-2,6-bifosfato (F2,6P), que ativa a PFK e inibe a FBPase 
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FIGURA 23.8 Rotas da gliconeogênese e glicólise. As três 
etapas numeradas, que são catalisadas por enzimas diferentes 
na gliconeogênese, possuem setas vermelhas. O AG para as 
reações nas condições fisiológicas do fígado, na direção da gli- 
coneogênese, está indicado entre parênteses em kJ • mol 1 . (AG 
obtido a partir de Newsholme, E.A., and Leech, A.R., Bioche- 
mistry for the Medicai Sciences, p. 448, Wiley [1983].) 
tjfl, Ver Figuras animadas 
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TABELA 23.1 Reguladores da atividade das enzimas gliconeogênicas 


Enzima 

Inibidores 

alostéricos 

Ativadores 

alostéricos 

Fosforilação da 
enzima 

Síntese da enzima 

PFK 

ATP, citrato 

AMP, F2,6P 



FBPase 

AMP, F2,óP 




Piruvato-cinase 

Alanina 

F1,6P 

Inativa 


Piruvato-carboxilase 


Acetil-CoA 



PEPCK 




Estimulada por glucagon, hormônio da tireoide e 
glicocorticoides; inibida por insulina 

PFK-2 

Citrato 

AMP, F6P, P; 

Inativa 


FBPase-2 

F6P 

Glicerol-3 -fosfato 

Ativa 



reações da rota. As atividades da PFK-2 e da FBPase-2, 
que ocorrem em domínios separados da mesma enzima bi- 
funcional, estão sujeitas a regulação alostérica e ao contro- 
le por modificações covalentes (Tabela 23.1). Baixos níveis 
de glicose no sangue resultam em ativação hormonal da 
gliconeogênese, por meio da regulação da concentração de 
F2,6P (Fig. 23.9). 

A ativação da gliconeogênese no fígado também en- 
volve a inibição da glicólise, no nível da piruvato-cinase. 
A piruvato-cinase hepática é inibida tanto alostericamen- 
te, pela alanina (um precursor do piruvato, Seção26.1Ad), 
quanto por fosforilação. A hidrólise do glicogênio, ao con- 
trário, é estimulada por fosforilação (Seção 18.3C). Ambas 
as rotas acabam em G6P, que é convertida em glicose para 
exportação ao músculo e ao cérebro. A piruvato-cinase do 
músculo, uma isoenzima da enzima hepática, não está su- 
jeita a esses controles. De fato, tais controles seriam inú- 
teis no músculo, j á que este tecido carece de glicose-6-fos- 
fato e, portanto, é incapaz de sintetizar glicose pela rota 
gliconeogênica. 

Baixa (glicose) sanguínea 

i f 

Aumento da secreção de glucagon 

I 

Aumento da [AMPc] 

I 

Aumento da fosforilação enzimática 

I 

Ativaçao da FBPase-2 e inativação da PFK-2 

I 

Diminuição da [F2,6P] 

I 

Inibição da PFK e ativação da FBPase 

I 

Aumento da gliconeogênese 

FIGURA 23.9 Regulação hormonal da [F2,6P]. Esse processo 
ativa a gliconeogênese no fígado em resposta a baixa [glicose] 
no sangue. 


b. A concentração de PEPCK é controlada por transcrição 
A PEPCK é a enzima que catalisa a primeira reação compro- 
metida da gliconeogênese. É, portanto, interessante (Tabela 
23.1) que a atividade da PEPCK seja controlada somente 
pela regulação da transcrição do gene que a codifica (a regu- 
lação transcricional está resumida na Seção 5.4Aa e discuti- 
da com detalhes nas Seções 31.3 e 34.3). Particularmente, a 
transcrição do gene da PEPCK é estimulada por glucagon, 
glicocorticoides e hormônios da tireoide, enquanto é inibida 
pela insulina. Por exemplo, o AMPc que é produzido no fíga- 
do em resposta ao estímulo por glucagon, além de iniciar as 
cascatas de fosforilação (Seção 18.3), induz a transcrição do 
gene da PEPCK. 

Richard Hanson mostrou que isso acontece porque o pro- 
motor do gene da PEPCK (promotor é uma região de controle 
que precede o local de início da transcrição dos genes que codi- 
ficam proteínas, Seção 5.4Aa) contém uma sequência de DNA 
específica, chamada elemento de resposta a AMPc (CRE, 
do inglês CAMP response ellement ) , onde se liga um fator de 
transcrição chamado proteína de ligação a CRE (CREB, do 
inglês CRE binding protein ); entretanto, esta ligação só ocor- 
re quando CREB está ligado também a AMPc (lembre que 
um fator de transcrição é uma proteína que se liga a um seg- 
mento específico de seu promotor-alvo e, assim, ativa a RNA- 
polimerase para iniciar a transcrição do gene associado; Seção 
5.4Aa). O promotor do gene da PEPCK, porém, contém vários 
outros locais de ligação para fatores de transcrição específicos. 
Entre eles, está o elemento de resposta ao hormônio da tireoi- 
de (TRE, do inglês thyroid hormone response ellement ), onde 
se liga o receptor do hormônio da tireoide quando complexado 
com este (Seção 19.1D), e o elemento de resposta ao hormônio 
glicocorticoide (GRE, do inglês glucocorticoid hormone res- 
ponse ellement), onde se liga o receptor glicocorticoide quando 
complexado com um hormônio glicocorticoide (Seção 19. 1G e 
34.3Bn). A transcrição do gene da PEPCK, ao contrário, é for- 
temente reprimida por fatores proteicos fosforilados pela rota 
de sinalização da PI3K (Seção 19.4D), iniciada pela ligação da 
insulina ao receptor de insulina (esses fatores proteicos podem 
reprimir a transcrição por interferirem na ligação dos fatores 
de transcrição citados anteriormente; o mecanismo de sinali- 
zação da insulina está discutido nas Seções 19.3Ac, 19.3Cg e 
19.4F). A velocidade de produção do mRNA da PEPCK é de- 
terminada pela integração dessas várias interações e, portanto, 
pelos sinais que as causam. 
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HGURA 23.10 O ciclo de Cori. O lactato produzido pela 
glicólise muscular é transportado através da corrente sanguínea 
para o fígado, onde ele é convertido em glicose pela gliconeogê- 
nese. A corrente sanguínea leva a glicose de volta aos músculos, 
onde ela pode ser armazenada como glicogênio. 4 ^ Ver Figuras 
animadas 

C. 0 ciclo de Cori 

A contração muscular é movida pela hidrólise de ATP, que é 
regenerado por meio da fosforilação oxidativa nas mitocôn- 
drias das fibras musculares de contração lenta (vermelhas) e 
pela glicólise, gerando lactato, nas fibras musculares de con- 
tração rápida (brancas). As fibras de contração lenta tam- 
bém produzem lactato, quando a demanda por ATP excede 
o fluxo oxidativo. O lactato é transportado, pela corrente 
sanguínea, para o fígado, onde ele é convertido em piruva- 
to pela lactato -desidrogenase e, então, em glicose, pela via 
da gliconeogênese. Assim, por intermédio da corrente san- 
guínea, fígado e músculo participam de um ciclo metabólico 
conhecido como o ciclo de Cori (Fig. 23.10), em honra a Cari 
e Gerty Cori, que primeiro o descreveram. Este é o mesmo 
“ciclo inútil” de glicólise/gliconeogênese, consumindo ATP, 
que foi discutido anteriormente. Aqui, entretanto, em vez de 
ocorrer na mesma célula, as duas vias ocorrem em diferentes 
órgãos. O ATP do fígado é utilizado para ressintetizar glico- 
se a partir do lactato produzido no músculo. A glicose ressin- 
tetizada retorna ao músculo, onde ela é armazenada como 
glicogênio e utilizada, conforme a demanda, para gerar ATP 
para a contração muscular. O ATP utilizado pelo fígado para 
esse processo é reposto pela fosforilação oxidativa. Após 
exercícios vigorosos, são necessários, em geral, pelo menos 
30 minutos para que todo o lactato produzido seja conver- 
tido em glicogênio e a velocidade de consumo de oxigênio 
retorne ao nível de repouso, um fenômeno conhecido como 
débito de oxigênio. 

2 O CICLO DO GLIOXALATO 

Os vegetais, mas não os animais, possuem enzimas para a 
conversão líquida de acetil-CoA em succinato, que é, então, 
convertido, via malato, no oxalacetato. Isso é realizado por 
meio do ciclo do glioxalato (Fig. 23.11), uma rota que envol- 
ve enzimas do glioxissomo (uma organela membranosa de 
plantas; Seção 1.2Ad). O ciclo do glioxalato envolve cinco 
enzimas, três das quais também participam do ciclo do ácido 
cítrico: citrato-sintase, aconitase e malato-desidrogenase. As 
duas outras enzimas, isocitrato-liase e malato-sintase, são ex- 
clusivas desse ciclo. 


O ciclo do glioxalato consiste em cinco reações (Fig. 
23.11): 

Reações 1 e 2. O oxalacetato do glioxissomo é conden- 
sado com acetil-CoA para formar citrato, que é, então, iso- 
merizado a isocitrato, como acontece no ciclo do ácido cítri- 
co. Como o glioxissomo não contém aconitase, a Reação 2, 
presumivelmente, ocorre no citosol. 

Reação 3. A isocitrato-liase glioxissômica cliva o isoci- 
trato em succinato e glioxalato (daí o nome do ciclo). 

Reação 4. A malato-sintase, uma enzima glioxissômica, 
condensa o güoxalato com uma segunda molécula de acetil- 
-CoA, para formar malato. 

Reação 5. A malato-desidrogenase glioxissômica catali- 
sa a oxidação pelo NAD do malato a oxalacetato, comple- 
tando, dessa maneira, o ciclo. 

O ciclo do glioxalato, portanto, resulta na conversão líqui- 
da de duas moléculas de acetil-CoA em succinato, em vez 
de gerar quatro moléculas de C0 2 , como aconteceria no ci- 
clo do ácido cítrico . O succinato produzido na Reação 3 é 
transportado para a mitocôndria, onde ele entra no ciclo 
do ácido cítrico e é convertido em malato, que tem dois 
destinos possíveis: (1) ele pode ser convertido em oxalace- 
tato na mitocôndria, continuando o ciclo do ácido cítrico 
e tornando a rota do glioxalato um processo anaplerótico 
(Seção 21.5b); ou (2) ele pode ser transportado para o ci- 
tosol, onde é convertido em oxalacetato para entrar na via 
da gliconeogênese. 

A reação global do ciclo do glioxalato pode ser conside- 
rada a formação de oxalacetato a partir de duas moléculas de 
acetil-CoA. 

2 Acetil-CoA + 2NAD + + FAD > 

oxalacetato + 2CoA + 2NADH + FADH 2 + 2H + 

A isocitrato-liase e a malato-sintase, as únicas enzimas da 
rota do glioxilato exclusivas de plantas, possibilitam a semen- 
tes que estão germinando converter os triacilgliceróis estoca- 
dos, por meio da acetil-CoA, em glicose. Durante muito tem- 
po, presumiu-se que isso fosse necessário para a germinação. 
Porém, um mutante de Arabidopsis thaliana (uma planta 
oleaginosa) que carecia da isocitrato-liase, portanto incapaz 
de converter lipídeos em carboidratos, foi, apesar disso, ca- 
paz de germinar. A germinação foi inibida apenas quando 
as plantas mutantes foram submetidas a baixas condições de 
iluminação. Dessa maneira, aparentemente a importância 
do ciclo do glioxalato para o crescimento das mudas é sua 
função anaplerótica de abastecer o ciclo do ácido cítrico com 
unidades de 4 carbonos, que podem, então, oxidar a acetil- 
-CoA derivada dos triacilgliceróis. 

3 BiOSSfNTESE DE OLIGOSSACARÍDEOS E 
GLICOPROTEÍNAS 

Oligossacarídeos consistem em unidades de monossacarí- 
deos unidas por ligações glicosídicas (ligações entre o Cl, 
o carbono anomérico, de uma unidade e um grupo OH de 
uma segunda unidade; Seção 11. 1C). São conhecidos apro- 
ximadamente 80 tipos diferentes de ligações glicosídicas que 
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FIGURA 23.11 O eido do glioxalato. O ciclo resulta na conversão líquida de duas acetil-CoA em succinato, no glioxissomo; o 
succinato pode ser convertido em malato na mitocôndria para entrar na gliconeogênese. A isocitrato-liase e a malato-sintase, enzi- 
mas exclusivas do glioxissomo (que, por sua vez, existe apenas em plantas), estão marcadas em azul. (1) A citrato-sintase glioxissô- 
mica catalisa a condensação do oxalacetato com a acetil-CoA, formando citrato. (2) A aconitase citosólica catalisa a conversão de 
citrato em isocitrato. (3) A isodtrato-iiase catalisa a clivagem de isocitrato em succinato e glioxalato. (4) A malato-sintase catalisa 
a condensação de glioxalato com acetil-CoA, para formar malato. (5) A malato-desidrogenase glioxissômica catalisa a oxidação 
do malato a oxalacetato, completando o delo. (6) O succinato é transportado para a mitocôndria, onde é convertido em malato no 
ciclo do ácido cítrico. (7) O malato é transportado para o citosol, onde a malato-desidrogenase catalisa sua oxidação a oxalacetato, 
que pode, então, ser utilizado na gliconeogênese. (8) Altemativamente, o malato pode continuar no ciclo do ácido cítrico, tornando 
o ciclo do glioxalato anapl erótico. 


ocorrem na natureza, a maioria delas envolvendo manose, 
Af-acetilglicosamina, ácido AT-acetilmurâmico, glicose, galac- 
tose, fucose (6-desoxigalactose), ácido N- ace tilne ur amínico 
(ácido siálico) e AT-acetilgalactosamina (Seção 11. 1C). 
Ligações glicosídicas também ocorrem em lipídeos (p. ex., 
glicoesfingolipídeos; Seção 12. 1D) e proteínas (glicoproteí- 
nas, Seção 11.3C). 

A formação da ligação glicosídica requer um aporte de 
energia livre sob as condições fisiológicas (AG" = 16 kJ* 


mol " 1 ). Essa energia livre, como visto no caso da síntese de 
glicogênio (Seção 18.2B), é adquirida pela conversão de uni- 
dades de monossacarídeos em açúcares de nucleotídeos. Um 
nucleotídeo ligado ao átomo de carbono anomérico de um 
açúcar é um bom grupo de saída e, portanto, facilita a forma- 
ção de uma ligação glicosídica com uma segunda unidade de 
açúcar, por meio de reações catalisadas por glicosiltransfera- 
ses (Fig. 23.12). Os nucleotídeos que participam da transfe- 
rência de monossacarídeos são UDP, GDP e CMP; um de- 
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terminado açúcar associa-se apenas a um desses nucleotídeos 
(Tabela 23.2). 

A. Síntese de /actose 

Alguns dissacarídeos são sintetizados para serem utilizados 
posteriormente como combustíveis metabólicos. Em plan- 
tas, o principal combustível dissacarídico é a sacarose (Seção 
11.2B), cuja síntese é discutida na Seção 24.3Ad. O dissaca- 
rídeo típico de mamíferos é a lactose (p-galactosil-[l— >4]-gli- 
cose; o açúcar do leite), que é sintetizada na glândula mamá- 
ria pela lactose-sintase (Fig. 23.13). O doador de açúcar é a 
UDP-galactose, formada pela epimerização de UDP-glicose 
(Seção 17.5B). O açúcar aceptor é a glicose. 

A lactose-sintase é constituída por duas subunidades: 

1. A galactosiltransferase, a subunidade catalítica, que 
ocorre em muitos tecidos, onde catalisa a reação de UDP- 
-galactose e A-acetilglicosamina para formar A-acetil-lacto- 
samina, um constituinte de muitos oligossacarídeos comple- 
xos (ver, p. ex., Fig. 23.20, Reação 6). 

2. A a-lactalbumina, uma proteína da glândula mamária 
sem atividade catalítica, que altera a especificidade da galac- 
tosiltransferase fazendo-a utilizar glicose como aceptor (em 
vez de A-acetilglicosamina), formando lactose (em vez de 
A- ace t il -lactos ami na) . 

B. Síntese de g/ícoproteífias 

Em eucariotos, proteínas destinadas à secreção, à incorpo- 
ração em membranas ou à localização dentro de organelas 
membranosas contêm carboidratos, sendo classificadas como 
glicoproteínas. A glicosilação e o processamento de oligossa- 
carídeos desempenham uma função indispensável no endere- 
çamento e na distribuição dessas proteínas aos seus destinos 
celulares apropriados. Seus componentes polipeptídicos são 
sintetizados no ribossomo e processados pela adição e pela 
modificação de oligossacarídeos. 

As porções oligossacarídicas das glicoproteínas, como 
visto nas Seções 11. 3C e 12.3Bc, são classificadas em três 
grupos: 

1. Oligossacarídeos ligados ao N, que são ligados à cadeia 
polipeptídica por meio de uma ligação p-A-glicosídica ao N 
da cadeia lateral de um resíduo de Asn, presente na sequên- 


cia Asn-X-Ser ou Asn-X-Thr, sendo X qualquer resíduo de 
aminoácido, exceto Pro (Fig. 23.14a). 

TABELA 23.2 Nudeotídeos e seus monossacarídeos 

correspondentes nas reações da 


glicosiltransferase 


UDP 

GDP 

CMP 

N- acetilg alacto s amin a 

Fucose 

Ácido siãlico 

N - acetilg lico samin a 

Manose 



Ácido A-acetilmurâmico 

Gal actose 

Glicose 

Ácido glicurônico 
Xilose 

2. Oligossacarídeos ligados ao O, que são ligados à cadeia 
polipeptídica por meio de uma ligação a-O-glicosídica ao O 
da cadeia lateral de um resíduo de Ser ou Thr (Fig. 23.146) 
ou, apenas nas moléculas de colágeno (Seção 8.2Bb), ao O 
de um resíduo de 5-hidroxilisina (Hyl) (Fig. 23.14c). 

3. Âncoras de membrana de glicosilfosfatidilinositol 

(GPI), que são ligadas à cadeia polipeptídica por meio de 
uma ligação amina entre a manose-6-fosfoetanolamina e o 
grupo carboxila C-terminal (Fig. 23.14 d). 

Agora consideram-se as etapas para a síntese desses três ti- 
pos de oligossacarídeos. 

a. As glicoproteínas N-ligadas são sintetizadas em quatro 
estágios 

As glicoproteínas N-ligadas são formadas no retículo en- 
doplasmático e posteriormente processadas no aparelho de 
Golgi. A síntese de suas porções carboidrato ocorre em qua- 
tro estágios: 

1. Síntese de um precursor de oligossacarídeo, ligado a um 
lipídeo. 

2. Transferência desse precursor para o N da cadeia lateral de 
um resíduo de Asn do polipeptídeo que está sendo sintetizado. 

3. Remoção de algumas unidades de açúcar do precursor. 

4. Adição de resíduos de açúcar ao núcleo oligossacarídico. 
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FIGURA 23.12 Função dos açúcares de nudeotídeos* Esses compostos são os doadores de glicosil na biossíntese de oligossa- 
carídeos catalisada pelas glicosiltransferases. 
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FIGURA 23.13 Lactose-sintase. Esta enzima catalisa a forma- 
ção de lactose a partir de UDP-galactose e glicose. 


A seguir esses estágios serão discutidos nessa ordem. 

b. Ollgossacarídeos ligados ao N são construídos a partir do 
transportador dolicol 

Os oligossacarídeos ligados ao N são inicialmente sintetizados 
como precursores ligados a lipídeos. O componente lipídico 
desse processo é o dolicol, um poli-isoprenol contendo de 14 
a 24 unidades isoprenoides (de 17 a 21 unidades em animais e 
de 14 a 24 unidades em fungos e plantas; unidades isoprenoi- 
des são unidades C s com o esqueleto de carbonos do isopreno; 
Seção 25 .6A), que está ligado ao precursor do oligossacarídeo 
por uma ponte de pirosfosfato (Fig. 23.15), O dolicol aparen- 
temente ancora o oligossacarídeo que está sendo sintetizado, 
à membrana do retículo endoplasmático. O envolvimento de 
oligossacarídeos ligados a lipídeos na síntese de glicoproteí- 
nas A-ligadas foi demonstrado pela primeira vez em 1972 por 
Armando Parodi e Luis Leloir, que mostraram que, quando 
um oligossacarídeo ligado a lipídeo contendo [ !Í C] glicose é 
incubado com microssomos de fígado de rato (microssomos 
são fragmentos vesiculares de retículo endoplasmático isola- 
do , a radioatividade torna-se associada à proteína. 

c. Gllcoproteínas N- liga d as possuem um núcleo 
otigossacarídíco comum 

A rota de síntese do dolicol-PP-oligossacarídeo envolve a 
adição gradativa (uma por uma ) de unidades de monossa- 
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4GURÍ 23.14 Tipos de ligações sacarídeo-polipeptídeo 
em glicoproteínas. (a) Uma ligação glicosídica A-ligada a um 
resíduo de Asn na sequência Asn-X-Ser/Thr. (b) Uma ligação 
glicosídica 0-ligada a um resíduo de Ser (ou Thr). (c) Uma 
ligação glicosídica 0-ligada a um resíduo de 5-hidroxilisina no 
colágeno. (d) Uma ligação amida entre o amino ácido C- ter- 
minal de uma proteína e a ponte de fosfoetanolamina na po- 
sição 6 da manose em uma âncora de glicosiífosfatidilinositol 
(GPI) . O grupo X (em verde ) representa o restante da âncora 
de GPI (Fig. 12.30). 
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FIGURA 23.15 Glicosídeo dolicol- 
-pirofosfato. Os precursores dos car- 
boidratos de glicosídeos A-ligados são 
sintetizados como glicosídeos dolicol- 
-pirofosfato. Os dolicóis são longas ca- 
deias de poli -isoprenoides (n = 14—24) 
nas quais a unidade a-isoprenoide é 
saturada. 
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carídeo ao glicolipídeo nascente, feita por glicosiltransfe- 
rases específicas, para formar um “núcleo estrutural” co- 
mum. Cada unidade de monossacarídeo é adicionada por 
uma glicosiitranferase exclusiva (Fig. 23.16). Por exemplo, 
na Reação 2 da Fig. 23.16, cinco unidades de manosil são 
adicionadas pela ação de cinco manosiltransferases dife- 
rentes, cada uma com uma especificidade diferente para o 
aceptor de oligossacarídeo. O núcleo do oligossacarídeo, 
o produto da Reação 9 na Fig. 23.16, tem a composição 
(Ar-acetilglicosamina) 2 (manose) 9 (glicose) 3 . 

Embora os açúcares de nucleotídeos sej am os doadores 
de monossacarídeos mais comuns nas reações das glicosil- 


tranferases, alguns resíduos manosil e glicosil são transferidos 
para o dolicol-PP-oligossacarídeo nascente a partir dos deri- 
vados do dolicol-P correspondentes. A exigência por dolicol- 
-P-manose foi descoberta por Stuart Komfeld, que descobriu 
que células de linfoma de camundongo mutantes, incapazes 
de sintetizar oligossacarídeos ligados a lipídeo normais, for- 
mavam um glicolipídeo defeituoso, menor do que o normal. 
Essas células possuem todas as glicosiltransferases neces- 
sárias, mas são incapazes de sintetizar dolicol-P-manose (a 
Reação 4 da Fig. 23.16 é bloqueada). Quando essa substância 
é suprida às células mutantes, unidades manosil são adiciona- 
das ao dolicol-PP-oligossacarídeo defeituoso. 
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FIGURA 23.16 Rota da síntese do oligossacarídeo-PP-dolicoL (1) Adição de Af-acetiiglicosamÍna-1-P e de uma segunda molé- 
cula de A-acetilglicosamina ao dolicol-P. (2) Adição de cinco resíduos manosil, derivados de GDP-manose, em reações catalisadas 
por dnco diferentes manosil-transferases. (3) Translado através da membrana da dolicol-PP-(A r -acetilglicosamina) 2 (manose) 5 , do 
citosol para a luz do retículo endoplasmático (RE). (4) Síntese citosólica de dolicol-P-manose, a partir de GDP-manose e dolicol- 
-P. (5) Translado através da membrana da dolicol-P-manose, do citosol para a luz do RE. (6) Adição de quatro resíduos manosil, 
derivados da dolicol-P-manose, em reações catalisadas por quatro diferentes manosiltransferases. (7) Síntese citosólica de dolicol- 
-P -glicose, a partir de UDP-glicose e dolicol-P. (8) Translado através da membrana da doiicol-glicose, do citosol para a luz do RE. 
(9) Adição de três resíduos glicosil, derivados da doiicol-glicose. (10) Transferência do oligossacarídeo, do dolicol-PP para a cadeia 
polipeptídica, em um resíduo de Asn na sequência Asn-X-Ser/Thr, liberando dolicol-PP. (11) Translado do dolicol-PP para a su- 
perfície citoplasmática da membrana do RE. (12) Hidrólise do dolicol-PP a dolicol-P. (13) O dolicol-P também pode ser formado 
pela fosforilação do dolicol por CTP. (Modificada a partir de Abeijon, C. e Hirschberg, C.B., Trends Biochem. Sei. 17, 34 [1992].) 

Ver Figuras animadas 
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d. A síntese de dolicof-PP-oligossacarídeo envolve alterações 
topológicas nos intermediários 

As Reações 1, 2, 4 e 7 da Fig. 23.16 ocorrem na face citoplas- 
mática da membrana do retículo endoplasmãtico (RE). Isso 
foi determinado quando se usou vesículas de RE rugoso e se 
observou que diversos reagentes impermeáveis à membrana 
podem impedir uma ou outra dessas reações. As Reações 6, 9 
e 10 ocorrem na luz do RE, visto que a concanavalina A, uma 
lectina (proteína que se liga a carboidratos), é incapaz de se 
ligar aos produtos destas reações, a menos que a membrana 
seja permeabilizada. O produto da Reação 2, (manose) 5 (A- 
-acetilglicosamina) 2 -PP-dolicol, o produto da Reação 4, do- 
licol-P-manose, e o produto da Reação 7, dolicol-P-glicose, 
devem, portanto, ser transportados através da membrana do 
RE (Reações 3, 5 e 8), de modo que eles se estendam a partir 
da superfície luminal para que a síntese de oligossacarídeos 
A-ligados possa continuar. O transporte destes produtos é 
mediado por flipases específicas independentes de ATP. 

e. Os oligossacarídeos ligados ao N são adicionados às 
proteínas durante a tradução 

O vírus da estomatite vesicular (VSV), que infecta bovinos 
produzindo sintomas similares à infecção pelo vírus da gri- 
pe ( influenza ), é um excelente modelo para o estudo do pro- 
cessamento de glicoproteínas A- liga d as. O envelope do VSV 
é constituído pela membrana da célula hospedeira, na qual 
uma única glicoproteína virai, a proteína G do VSV (não con- 


fundir com as GTPases envolvidas na transdução de sinal; 
Capítulo 19), está inserida. Como uma infecção virai usurpa 
quase que totalmente a maquinaria de síntese de proteínas da 
célula infectada, o aparelho de Golgi de uma célula infectada 
por VSV, que normalmente conteria centenas de tipos dife- 
rentes de glicoproteínas, não contém praticamente nenhuma 
glicoproteína além da proteína G. Consequentemente, acom- 
panhar a maturação da proteína G é relativamente fácil. 

Dos sítios Asn-X-Ser/Thr das proteínas eucarióticas 
maduras, 70% a 90% são A-glicosilados. Estudos com cé- 
lulas infectadas por VSV indicam que a transferência do 
oligossacarídeo ligado ao lipídeo para o polipeptídeo ocor- 
re enquanto a cadeia polipeptídica ainda está sendo sinte- 
tizada. Predições de estrutura (Seção 9. 3 A), juntamente 
com estudos de glicosilação de peptídeos -modelo, sugerem 
que as sequências de aminoãcidos que flanqueiam sítios de 
A-glicosilação conhecidos ocorrem em voltas ou alças p, nas 
quais o grupo N-H do esqueleto da Asn está ligado por li- 
gação de hidrogênio ao átomo de O da hidroxila da Ser/Thr 
(Fig. 23.17a). Isso explica por que Pro não pode ocupar a po- 
sição X; ela impediria a sequência Asn-X-Ser/Thr de adotar 
essa conformação, formada pela ligação de hidrogênio, que 
é supostamente necessária. 

A proteína G do VSV é A-glicosilada pela oligossaca- 
riltransferase (OST), uma enzima ligada à membrana, com 
8 subunidades e —300 kDa, que reconhece a sequência de 
aminoácidos Asn-X-Ser/Thr (Fig. 23.16, Reação 10). Ernst 
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FICsURA 23.17 A reação 
da oligossacariltransferase 
(OST). (a) O componente 
Asn-X-Thr de um substrato- 
-modelo hexapeptídico forma 
um anel que é fechado por uma 
ligação de hidrogênio entre o 
grupo amida da Asn e o grupo 
hidroxila da Thr. Um grupo 
básico da enzima facilita o des- 
locamento nucleofílico do doli- 
col-pirofosfato pelo nitrogênio 
da amida, liberando a molécula 
de oligossacarídeo (Sac). (ò) A 
inativação da OST pela reação 
com um hexapeptídeo con- 
tendo Asn-Gly-epoxietil-Gly, 
na presença de dolicol-PP- 
-oligossacarídeo. Isso marca 
quimicamente o grupo básico 
com o oligopeptídeo, ao qual o 
oligossacarídeo ligou-se cova- 
lentemente. 
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Bause propôs um mecanismo catalítico para a OST, no qual 
um grupo básico da enzima retira um próton do grupo hidro- 
xila da Ser/Thr, que, por sua vez, retira um próton do gru- 
po NH 2 da Asn, promovendo, assim, o ataque nucleofílico 
da Asn sobre o oligossacarídeo (Sac), que, então, desloca o 
dolicol-pirofosfato (Fig. 23.17a). Esse mecanismo é apoiado 
pela observação de que a reação da OST com dolicol-PP-oli- 
gossacarídeo e um substrato-modelo hexapeptídico, conten- 
do a sequência Asn-X-epoxietil-Gly (no lugar de Asn-X-Ser/ 
Thr), inativa irreversivelmente a enzima, por ligá-la covalen- 
temente ao agora glicosilado hexapeptídeo (Fig. 23.176). 

f. 0 ciclo cainexina/calreticulma facilita o dobramento da 
glicoproteína 

O processamento de um núcleo oligossacarídico N-ligado 
começa no retículo endoplasmático, com a remoção enzimá- 
tica de seus três resíduos de glicose (Fig. 23.18, Reações 2 e 
3) e um de seus resíduos de manose (Fig. 23.18, Reação 4), 
antes que a proteína se tenha dobrado em sua conformação 
nativa. Entretanto, esse não é um processo simples, pois a 
UDP-glicose:glicoproteína-glicosiltransferase (GT), uma 
proteína solúvel de 1.513 resíduos, glicosila novamente os 
oligossacarídeos das glicoproteínas parcialmente dobradas, 
uma reação que reverte a remoção do último dos três resí- 
duos de glicose, feita pela enzima glicosidase II (Fig. 23.18, 
Reação 3). Esse ciclo fútil (a maioria das glicoproteínas são 
reglicosiladas pelo menos uma vez) é parte de um processo 
de dobramento de glicoproteínas mediado por chaperonas, 


o chamado delo calncxina/calreticulina. A calnexina (CNX, 
—570 resíduos), que está ligada à membrana, e a calreticulina 
(CRT, ~400 resíduos), o seu homólogo solúvel, são lectinas 
residentes no RE que se ligam a glicoproteínas pardalmente 
dobradas ligadas a oligossacarídeos monoglicosilados, de for- 
ma a protegê-las da degradação e da transferência prematura 
ao aparelho de Golgi. Se a glicoproteína é liberada e des- 
gücosilada antes de estar corretamente dobrada, a GT, que 
reconhece apenas glicoproteínas não nativas, glicosila essa 
proteína novamente, de modo que o ciclo CNX/CRT possa 
se repetir. Tanto a CNX quanto a CRT se ligam à ERp57, 
uma tiol-oxirredutase de 481 resíduos homóloga à proteína 
dissulfeto-isomerase (PDI, Seção 9.2A). Enquanto a glico- 
proteína parcialmente dobrada estiver ligada ao complexo, 
a ERp57 catalisa reações de troca de dissulfeto para facilitar 
a formação das pontes dissulfeto corretamente p areadas. Os 
complexos CNX/Erp57 e CRT/Erp57 são, portanto, respon- 
sáveis pelo correto dobramento e formação de pontes dissul- 
feto das glicoproteínas no RE. A importância desse processo 
é demonstrada ao se observar que camundongos nocaute, 
com o gene da CRT ausente, morrem in utero. 

A estrutura por raios X do domínio luminal da calnexina 
(resíduos 61-458), determinada por Miroslaw Cygler, revelou 
uma estrutura incomum (Fig. 23.19): um domínio globular 
compacto (resíduos 61-262 e 415-458}, a partir do qual se es- 
tende um braço de 145 Á de comprimento (resíduos 270-414). 
O domínio globular forma um sanduíche com duas folhas {3 



FIGURA 23.18 O delo calnexina/calreticulina para o dobramento de glicoproteínas no retículo endoplasmático. As reações são 
catalisadas pela (1) oligossacariltransferase (OST); (2) a-glicosidase I; (3) a-glicosidase II, UDP-glicose:glicoproteína-glicosiltrans- 
ferase (GT), calreticulina (CRT), calnexina (CNX) e tiol-oxirredutase ERp57; e (4) a-l,2-manosidase do RE. (Com base em Hele- 
nius, A., e Aebi, M., Science 291, 2367 [2001].) 
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antiparalelas, uma de 6 fitas e uma de 7 fitas, que se liga a um 
íon Ca 2 e se assemelha a lectinas de leguminosas, tais como a 
concanavalina A (Fig. 8.40). A superfície côncava (azul) desse 
domínio, que é revestida por grupos que formam ligações de 
hidrogênio (e, conforme sugerido pela construção de modelos, 
se liga à porção [glicose] 1 [manose] 3 do substrato natural da cal- 
nexina, [glicose] Jmanose],), liga glicose. O longo braço, que 
consiste em uma estrutura em grampo de cabelo estendida, 
é conhecido como o domínio P, pois possui quatro cópias de 
dois diferentes motivos ricos em Pro, organizados na sequên- 
cia 11112222; cada motivo 1 (—18 resíduos) está em associação 
antiparalela com um motivo 2 (—14 resíduos), presente na fita 
oposta da estrutura em grampo de cabelo. Cada um desses pa- 
res de motivos possui uma estrutura similar, com seus resíduos 
conservados mantendo interações idênticas em cada par. Tem 
sido mostrado que o domínio P forma um sítio de ligação para 
a ERp57, tanto na calnexina quanto na calreticulina. 

g. O processamento de glicoproteínas é finalizado no 
aparelho de Golgi 

Uma vez que a glicoproteína se tenha dobrado em sua con- 
formação nativa e que a a-l,2-manosidase tenha removi- 



FIGURÂ 23.19 Estrutura por raios X da porção luminal da 
calnexina canina. A proteína está representada em modelo de 
fitas sobreposto à sua superfície molecular semitransparente. 
As folhas (3 antiparalelas de 6 fitas e 7 fitas do domínio globular 
estão coloridas em cor de laranja e azul, com as porções rema- 
nescentes em cinza e o íon Ca 2 1 representado por uma esfera 
verde claro. No domínio P, os motivos 1 estão coloridos alter- 
nadamente em verde e amarelo, e os motivos 2 estão coloridos 
alternadamente em magenta e ciano. (Com base na estrutura 
por raios X de Miroslaw Cygler, Biotechnology Research Insti- 
tute, NRC, Montreal, Quebec, Canadá. PDBid 1JHN.) 


do um de seus resíduos de manose (Fig. 23.18, Etapa 4), a 
glicoproteína é transportada, em vesículas membranosas, 
para o aparelho de Golgi, onde ela continua a ser processa- 
da (Fig. 23.20). O aparelho de Golgi (Fig. 12.58), como dis- 
cutido na Seção 12.4C, é constituído, a partir do RE, pela 
rede Golgi cis, através da qual as glicoproteínas entram no 
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RGilRí 23.20 Processamento do oligossacarídeo da proteína 

G do VSV na rede de Golgi. As reações são catalisadas por: 

(1) a-manosidase I do Golgi, (2) A-acetilglicosaminiltransferase 
I, (3) a-manosidase II do Golgi, (4) A-ace tilgli co s aminiltr ans - 
ferase II, (5) fucosiltransferase, (6) galactosiltransferase e (7) 
sialiltransferase. As proteínas lisossômicas são modificadas pela 
(I) A-acetilglicosaminil-fosfotransferase e (II) A-acetilglicosa- 
mina-l-fosfodiéster a -A- ace tilglicos amini das e . (Modificado a 
partir de Kornfeld, R., e Kornfeld, S., Annu. Rev. Biochem. 54, 
640 [1985].) 
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aparelho de Golgi; por uma pilha de pelo menos três tipos 
diferentes de sacos, as cisternas cis, mediais e trans', e pela 
rede Golgi trans, através da qual as proteínas deixam o apa- 
relho de Golgi. As glicoproteínas atravessam a pilha de sacos 
do aparelho de Golgi, das cisternas cis para as cisternas me- 
diais e, então, para as cisternas trans, e cada uma delas, como 
mostrado por James Rothman e Kornfeld, contém conjuntos 
diferentes de enzimas para o processamento de glicoproteí- 
nas. À medida que isso ocorre, os resíduos de manose são 
removidos de cada grupo de oligossacarídeo, e resíduos de 
iV-acetilglicosamina, galactose, fucose e/ou ácido siálico são 
adicionados para completar o processamento da glicopro- 
teína (Fig. 23.20; Reações 1-7). As glicoproteínas são, então, 
selecionadas na rede Golgi trans para o transporte, por meio 
de vesículas membranosas, para seus respectivos destinos ce- 
lulares (Seção 12.4C e 12.4D). 

Hã uma enorme diversidade entre os diferentes oligossa- 
carídeos das glicoproteínas AT-ligadas, como está indicado, 
por exemplo, na Fig. 11.32c. De fato, mesmo glicoproteínas 
com uma determinada cadeia polipeptídica exibem uma mi- 
cro-heterogeneidade considerável (Seção 11.3C), provavel- 
mente como consequência da glicosilação incompleta e da 
carência de especificidade absoluta em parte das glicosil- 
transferases e das glicosilases. 

O processamento de todos os oligossacarídeos ligados ao 
N é idêntico até a Reação 4 da Fig. 23.18, de modo que todos 
eles possuem um núcleo (/V-acetilglicosamina) 2 (manose) 3 
comum (cinco resíduos de manose que não fazem parte 
desse núcleo são subsequentemente removidos da proteína 
G do VSV; Fig. 23.20, Reações 1 e 3). A diversidade dos 
oligossacarídeos ligados ao N , portanto, surge pela diver- 
gência da sequência do oligossacarídeo após a Reação 3 da 


Fig. 23.20. Os oligossacarídeos resultantes são classificados 
em três grupos: 

1. Oligossacarídeos ricos em manose (Fig. 23.21a), que con- 
têm de 2 a 9 resíduos de manose unidos ao núcleo pentassa- 
carídico comum (resíduos em vermelho na Fig. 23.21). 

2. Oligossacarídeos complexos (Fig. 23.216), que contêm 
números variáveis de unidades de A-acetil-lactosamina, as- 
sim como resíduos de ácido siálico e/ou de fucose ligados ao 
núcleo. 

3. Oligossacarídeos híbridos (Fig. 23.21c), que contêm ele- 
mentos de cadeias ricas em manose e cadeias complexas. 

Não está claro qual a relação entre os diferentes tipos 
de oligossacarídeos e as funções e/ou localizações celulares 
finais das glicoproteínas. As glicoproteínas lisossômicas, en- 
tretanto, parecem ser da variedade rica em manose. 

h. Inibidores têm auxiliado no estudo da glicosilação ligada 
ao N 

A elucidação dos eventos do processo de glicosilação tem 
sido bastante facilitada pelo uso de inibidores que bloqueiam 
enzimas de glicosilação específicas. Dois dos mais úteis são 
os antibióticos tunicamicina (Fig. 23.22a), um análogo hi- 
drofóbico da UDP-A-acetilglicosamina, e bacitracina (Fig. 
23.23), um polipeptídeo cíclico. Ambos foram descobertos 
por sua capacidade de inibir a biossíntese da parede celular 
bacteriana, um processo que também envolve a participação 
de oligossacarídeos ligados a lipídeos. A tunicamicina blo- 
queia a formação de dolicol-PP-oligossacarídeo, por inibir a 
síntese de dolicol-PP-A-acetilglicosamina a partir de dolicol- 
-P e UD P- A-acetilglicos amina (Fig. 23.16, Reaçãol). A tu- 
nicamicina assemelha-se a um aduto desses reagentes (Fig. 
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FIGURA 23.21 Tipos de oligossacarídeos iV-ligados. Estruturas primárias típicas de oligossacarídeos JV-ligados (a) ricos em ma- 
nose, (6) complexos e (c) híbridos. O núcleo pentassacarídico comum a todos os oligossacarídeos /V-ligados está indicado em ver- 
melho. (Segundo Kornfeld, R., e Kornfeld, S., Annu. Rev. Biochem. 54, 633 [1985].) 
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FIGURA 23.22 Estrutura quúnica da tunicamicina. A estru- 
tura da (a) tunicamicina, que inibe a glicosilação, é comparada 
àquela do (b) dolicol-P + UDP-A-acetilglicosamina. 


(a) 




(b) 



CH, 

I 3 

H — CH, — C = CH 


— CHr 


-Jüt 


ch 3 

CH 2 — CH — CH 2 


O 


ch 2 — o — P 

o 


Dolicol-fosfato 


O O 


P— O— P 
I I 

0“ O 


— O- + 


o 



UDP-jY - Acetilglicosamina 


23.22 b) e, na verdade, liga-se à enzima com uma constante de 
dissociação de 7 X 10" 9 M. 

A bacitracina forma com o dolicol-PP um complexo que 
inibe a sua desfosforilação (Fig. 23.16, Reação 12), impedin- 
do, assim, a síntese de glicoproteína a partir dos oligossa- 


carídeos precursores ligados a lipídeos. A bacitracina é clini- 
camente útil porque ela destrói a parede celular bacteriana, 
mas não afeta as células animais, j á que ela não pode atraves- 
sar as membranas celulares (a biossíntese da parede celular 
bacteriana é um processo extracelular). 
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FIGURA 23.23 Estrutura química da baátradna. Observe que esse dodecapeptídeo possui quatro resíduos de D-aminoácidos e 
duas ligações intracadeia incomuns. “Orn” representa o resíduo do aminoácido omitina, um aminoácido não padrão (Fig. 26.7). 
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i. Oligossacarídeos ligados ao O são formados após a 
tradução 

O estudo da biossíntese da mucina, uma glicoproteína 
O-Iigada secretada pela glândula salivar submaxilar, in- 
dica que 05 oligossacarídeos ligados ao O são sintetiza- 
dos no aparelho de Golgi pela adição seriada de unidades 
de monossacarídeo a uma cadeia polipeptídica comple- 
ta (Fig. 23.24). A síntese começa com a transferência de 
/V-acetilgalactosamina (GalNAc) da UDP-GalNAc para 
um resíduo de Ser ou de Thr do polipeptídeo, feita pela 
enzima GalNAc-transferase. Ao contrário dos oligossa- 
carídeos ligados ao N, que são transferidos para uma Asn 
de uma sequência de aminoácidos específica, os resíduos de 
Ser e Thr Õ-glicosilados não são membros de qualquer se- 
quência em comum. Em vez disso, a localização dos sítios 
de glicosilação parece ser especificada apenas pelas estru- 
turas secundária e terciária do polipeptídeo. A glicosilação 
continua com a adição sequencial de galactose, ácido siáli- 
co, A-acetilglicosamina e/ou fucose pelas glicosiltransfera- 
ses correspondentes. 

j. Os oligossacarídeos atuam como sítios de reconhecimento 
nas glico proteínas 

As glicoproteínas que são sintetizadas no retículo endoplas- 
mático e processadas no aparelho de Golgi são marcadas 
para secreção, inserção em membranas celulares ou incorpo- 
ração em organelas da célula, como o lisossomo. Isso sugere 
que os oligossacarídeos servem como marcadores de reconhe- 
cimento para esse processo de endereçamento. Por exemplo, o 
estudo da doença celular I (Seção 12.4Cg) demonstrou que, 
nas glicoproteínas com atividade enzimática destinadas aos 
lisossomos, um resíduo de manose é convertido em mano- 
se-6-fosfato (M6P) nas cisternas do Golgi cis. O processo en- 
volve duas enzimas (Fig. 23.20, Reações I e II), que, acredita- 
-se, reconhecem precursores das proteínas lisossômicas por 
certas características estruturais presentes nestas proteínas e 
não por uma sequência de aminoácidos específica. Na rede 
do Golgi trans, glicoproteínas que contêm M6P são encami- 
nhadas para vesículas recobertas ligadas ao lisossomo, por 
meio da ligação específica dessas glicoproteínas a um de dois 
receptores de M6P, um dos quais é uma glicoproteína de 
membrana de 275 kDa, o chamado receptor de M6P/IGF-II 
(pois foi descoberto que este receptor de M6P e o receptor 
de fator de crescimento semelhante à insulina II são a mes- 
ma proteína). Os indivíduos com a doença celular I carecem 
da enzima que catalisa a fosforilação da manose (Fig. 23,20, 
Reação I), o que resulta na secreção de enzimas que normal- 
mente residiriam no lisossomo. 

Os antígenos do grupo sanguíneo ABO (Seção 12. 3E) 
são glicoproteínas O-ligadas. Seus oligossacarídeos caracte- 
rísticos são componentes tanto de lipídeos da superfície ce- 
lular quanto de proteínas que ocorrem em várias secreções, 
como a saliva. Esses oligossacarídeos formam sítios de reco- 
nhecimento de anticorpos. 

Acredita-se que glicoproteínas façam a mediação do re- 
conhecimento célula-célula. Por exemplo, um oligossacarídeo 
ligado ao O presente em uma glicoproteína que recobre a su- 
perfície do óvulo de camundongo (zona pelúcida) age como 
receptor de espermatozóide. Mesmo quando esse oligossa- 
carídeo está separado de sua proteína, ele retém a capacida- 
de de se ligar ao espermatozóide de camundongo. 
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FIGURA 23.24 Rota proposta para a síntese da porção car- 
boidrato de uma cadeia de oligossacarídeo ligado ao O da mu- 
cina submaxilar canina. SA e Fuc representam ácido siálico e 
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k. Proteínas ligadas a GPI 

Os grupos glicosilfosfatidilinositol (GPI) têm a função de 
ancorar uma grande variedade de proteínas na superfície 
exterior da membrana plasmática das células eucarióticas, 
fornecendo assim uma alternativa aos domínios transmem- 


FIGURA 23.25 Âncoras de GPI. {adiante) {a) A rota de 
síntese do núcleo tetrassacarídico do glicosilfosfatidilinositol 
(GPI). Estão envolvidas as seguintes enzimas e etapas: (1) com- 
plexo UDP-GlcNAc:PI al— >6 iV-acetilglicosaminiltransferase, 
( 2 ) GlcNAc-PI des-iV-acetilase, ( 3 ) inositol-aciltransferase, ( 4 ) 
Dol-P-Man:GlcN-PI/GlcN-(acil)PI al— >4 manosiltransferase 
(MT-I), (5) uma etanolamina-fosfotransferase, (6) Dol-P- 
-MamManjGlcN-íacilJPI al— >6 manosiltransferase (MT-II), 

(7) Dol-P-Man:Man 2 GlcN-(acil)PI al-*2 manosiltransferase 
(MT-III), (8) remodelamento lipídico (substituição dos grupos 
acil graxos no PI) e ( 9 ) transferência da fosfoetanolamina da 
fosfatidiletanolamina para o grupo 6-hidroxila do resíduo de 
manose terminal do núcleo tetrassacarídico por uma etanolami- 
na-fosfotransferase. {b) Transamidação da proteína-alvo, resul- 
tando em uma ligação amida C-terminal à âncora de GPI. 
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brana dos polipeptídeos (Seção 12.3Bc; Fig. 12.30). Esse 
ancoramento se dá pela transamidação de um glicolipídeo 
GPI pré-formado, em 1 min após a síntese e a transferên- 
cia da proteína-alvo para o RE. A biossíntese do núcleo 
estrutural do GPI (Fig. 23.25a) inicia na face citoplasmã- 
tica do RE, com a transferência de A-acetilglicosamina da 
U D P - A- acetil glicosamina (UDP-GlcNAc) para a hidroxila 
6 do inositol do fosfatidilinositol, seguida pela remoção do 
grupo acetil. Em mamíferos, a rota continua com a acilação 
na posição 2 do inositol, o translado para a face luminal da 
membrana do RE e a adição de manose, a partir da dolicol- 
-P-manose (Dol-P-Man; Fig. 23.16), e de fosfoetanolamina, 
a partir da fosfatidiletanolamina (Tabela 12.2), como indi- 
cado na Fig. 23.25a. Esse núcleo é modificado com vários 
resíduos de açúcar adicionais, dependendo da espécie e da 
proteína à qual ele está ligado. Há uma diversidade conside- 
rável nos resíduos de ácidos graxos das âncoras de GPI, de- 
vido ao extenso remodelamento lipídico que ocorre durante 
a síntese da âncora. As proteínas- alvo ancoram-se à superfí- 
cie da membrana quando o grupo amino da fosfoetanolami- 
na do GPI ataca nucleofilicamente um grupo aminoacil da 
proteína, na região próxima ao C-terminal, resultando em 
uma transamidação que libera um peptídeo sinal C-terminal 
hidrofóbico de 20-30 resíduos (Fig. 23.25b). Uma vez que 
os grupos GPI são adicionados às proteínas na superfície 
luminal do RER, as proteínas ancoradas por GPI ocorrem 
na superfície exterior da membrana plasmãtica (Fig. 12.60). 
Entretanto, elas não estão distribuídas uniformemente na 
face externa da membrana plasmãtica, pois essas proteínas 
se associam preferencialmente a balsas de colesterol e esfin- 
golípideos (Seção 12.3Cb). 

O núcleo estrutural do GPI é evolutivamente conservado 
entre todos os eucariotos, embora existam diferenças na sua 
síntese entre as espécies. Por exemplo, a superfície celular dos 
tripanossomas que causam a doença do sono africana (um dis- 
túrbio debilitante e frequentemente fatal que aflige milhões de 
pessoas na África subsaariana) possui um denso revestimento 
de glicoproteína variável de superfície (GVS), que é ancorada 
por GPI à sua membrana plasmãtica. O revestimento de GVS 
oculta a membrana plasmãtica do tripanossoma do sistema 
imune do hospedeiro, embora o sistema imune reconheça e 
ataque a GVS. O parasito é, ainda assim, capaz de escapar das 
defesas imunológicas do hospedeiro, pois ele possui um reper- 
tório genético de aproximadamente mil GVS distintas de for- 
ma imunológica. Um tripanossoma individual expressa ape- 
nas um de seus genes de GVS e, portanto, o hospedeiro pode 
montar um ataque imunológico efetivo contra a população 
prevalente de GVS, um processo que leva aproximadamente 
uma semana (Seção 35.2A). Entretanto, por trocar os genes 
GVS, uma nova população de tripanossomas surge e replica- 
-se sem controle até que o hospedeiro possa montar uma nova 
resposta imunológica, em um ciclo que se repete até a morte 
do hospedeiro. A comparação entre a rota de biossíntese de 
GPI em tripanossomas e em sistemas de mamíferos revelou 
algumas diferenças no ordenamento das etapas da rota. Por 
exemplo, as Etapas 3 e 4 da Fig. 23.25a estão invertidas nos 
tripanossomas. Essa e outras diferenças na especificidade para 
o substrato das enzimas que catalisam essa via têm mostrado 
alguns alvos promissores para o uso de fármacos para o trata- 
mento da doença do sono africana. 


4 A VIA DAS PENTOSES-FOSFATO 

O ATP é a “moeda energética” da célula; sua hidrólise 
exergônica está acoplada a muitas funções celulares ender- 
gônicas. As células possuem uma segunda moeda , o poder 
redutor. Muitas reações endergônicas, especialmente a 
biossíntese redutora dos ácidos graxos (Seção 25.4) e do 
colesterol (Seção 25. 6 A) e a fotossíntese (Seção 24.3 A), 
necessitam, além de ATP, de NADPH. Apesar de sua 
estreita semelhança química, NADPH e NADH não são 
metabolicamente inter cambiáveis (lembre que estas coen- 
zimas diferem apenas pela presença de um fosfato no gru- 
po 2'-GH da adenosina do NADPH; Fig. 13.2). Enquanto 
o NADH participa do processo que utiliza a energia livre 
da oxidação metabólica para sintetizar ATP (fosforilação 
oxidativa), o NADPH está envolvido em processos que uti- 
lizam a energia livre da oxidação metabólica para a biossín- 
tese redutora, um processo endergônico . Essa diferenciação 
é possível porque as desidrogenases envolvidas no meta- 
bolismo oxidativo e redutor apresentam um alto grau de 
especificidade para suas respectivas coenzimas. De fato, 
as células normalmente mantêm o valor da razão [NAD~]/ 
[NADH] próximo a 1.000, o que favorece a oxidação dos 
metabólitos, ao mesmo tempo em que a razão [NADP~]/ 
[NADPH] é mantida próxima de 0,01, o que favorece a re- 
dução dos metabólitos. 

O NADPH é gerado pela oxidação da G6P, por uma 
rota alternativa à glicólise, a via das pentoses-fosfato ( tam- 
bém chamada via da hexose-monofosfato (HMP) ou via 
do fosfogliconato ; Fig. 23.26). Essa rota também produz 
ribose-5- fosfato (R5P), um precursor essencial da biossín- 
tese de nucleotídeos ( Seções 28.1, 28.2 e 28.5). A primeira 
evidência da existência dessa via foi obtida na década de 
1930 por Otto Warburg, que descobriu NADP~ durante 
seus estudos sobre a oxidação de G6P a 6-fosfogliconato. 
Posteriormente, mais indícios surgiram ao se observar que 
os tecidos continuam a liberar C0 2 mesmo em presença de 
altas concentrações do íon fluoreto, que bloqueia a glicó- 
lise pela inibição da enolase (Seção 17.21). Contudo, foi 
apenas na década de 1950 que a via das pentoses-fosfato 
foi elucidada por Frank Dickens, Bernard Horecker, Fritz 
Lipmann e Efraim Racker. Os tecidos mais envolvidos na 
biossíntese de ácidos graxos e colesterol (fígado, glândulas 
mamárias, tecido adiposo e córtex suprarrenal) são ricos 
em enzimas da via das pentoses-fosfato. De fato, aproxima- 
damente 30% da oxidação da glicose no fígado ocorre pela 
via das pentoses-fosfato. 

A reação global da via das pentoses-fosfato é 

3G6P + 6NADP+ + 3H 2 0 

6NADPH + 6H + + 3C0 2 + 2F6P + GAP 

Pode-se considerar, porém, que esta via possui três etapas: 

1. Reações de oxidação (Fig. 23.26, Reações 1-3), que pro- 
duzem NADPH e ribulosc-5-fosfato (RuSP). 

3G6P + 6NADP + + 3H 2 0 ► 

6NADPH + 6H + + 3C0 2 + 3Ru5P 
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FIGURA 23.26 A via das pentoses-fosfato. O número de linhas em uma seta representa o número de moléculas que reagem em 
um ciclo da via, de modo a converter três G6P em três C0 2 , duas F6P e um GAP. Por questões de clareza, os açúcares, da Reação 
3 em diante, são mostrados em sua forma linear. O esqueleto de carbonos da R5P e os átomos derivados dela estão representados 
em vermelho, e aqueles derivados da Xu5P estão representados em verde. As unidades C 2 transferidas peta transcetolase estão 
sombreadas em verde, e as unidades C 3 transferidas pela transaldolase estão sombreadas em azul. Setas duplas indicam reações 
reversíveis. 


2. Reações de isomerização e epimerização (Fig. 23.26, 
Reações 4 e 5), que transformam Ru5P em ribose-5-fosfato 
(RSP) ou em xilulose-5 -fosfato (XuSP). 

3Ru5P R5P + 2Xu5P 

3. Uma série de reações de formação e clivagem de liga- 
ções C-C (Fig. 23.26, Reações 6-8), que convertem duas mo- 


léculas de Xu5P e uma molécula de R5P em duas moléculas 
de frutose-6-fosfato (F6P) e uma de gliceraldeído-3-fosfato 
(GAP). 

R5P + 2Xu5P 2F6P + GAP 

As reações das Etapas 2 e 3 são livremente reversíveis, de 
modo que os produtos da rota variam conforme as necessi- 
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FIGURA 23.27 A reação da glicose-6-fosfato-desidrogenase. 


dades da célula. Por exemplo, quando é necessária R5P para 
a biossíntese de nucleotídeos, a Etapa 3 funciona no sentido 
inverso, produzindo R5P a partir de F6P e GAP, de manei- 
ra não oxidante. Nesta seção, discutem-se as três etapas da 
via das pentoses-fosfato e como ela é controlada. Finaliza-se 
com considerações sobre as consequências de uma de suas 
anormalidades. 

A. Reações oxidante s da produção de NADPH 

Apenas as três primeiras reações da via das pentoses-fosfato 
estão envolvidas na produção de NADPH. 

1. A glicose-6-fosfato-desidrogenase (G6PD) catali- 
sa a transferência de um íon hidreto do Q da G6P para o 
NADP r , para formar 6-fosfoglicono-S-lactona (Fig. 23.27). 
A G6P, um hemiacetal cíclico com o Q no estado de oxida- 
ção de aldeído, é, portanto, oxidada a um éster cíclico (lac- 
tona). A enzima é específica para NADP e é fortemente 
inibida por NADPH. 

2. A 6-fosfogliconolactonase aumenta a velocidade de hi- 
drólise da 6-fosfoglicono-S-lactona a 6-fosfogliconato (a rea- 
ção não enzimática ocorre a uma velocidade significativa), o 
substrato da próxima enzima oxidante da via. 

3. A 6-fosfogliconato-desidrogenase catalisa a descarbo- 
xilação oxidante do 6-fosfogliconato, um p-hidroxiácido, a 
Ru5P e C0 2 (Fig. 23.28). A reação é similar àquela catalisada 
pela enzima isocitrato-desidrogenase no ciclo do ácido cítri- 
co (Seção 21 .3 C). 

A formação de Ru5P completa a parte oxidante da via 
das pentoses-fosfato. Ela gera duas moléculas de NADPH 
para cada molécula de G6P que entra na via. A Ru5P produ- 


zida deve ser subsequentemente convertida a R5P ou Xu5P 
para uso posterior. 

B. Isomerízação e epimerização da ribulose-5-fosfato 

A Ru5P é convertida em R5P pela ribulose-5-fosfato-isome- 
rase (Fig. 23.26, Reação 4), e em Xu5P pela ribulose-5-fos- 
fato-epimerase (Fig. 23.26, Reação 5). Acredita-se que essas 
reações de isomerização e epimerização, como discutido na 
Seção 16.2Db, ocorram por meio de intermediários enedio- 
lato (Fig. 23.29). 

A R5P é um precursor essencial para a biossíntese de nu- 
cleotídeos (Seções 28.1, 28.2 e 28.5). Porém, se a síntese de 
R5P for maior do que a necessidade da célula, o excesso, jun- 
tamente com a Xu5P, é convertido nos intermediários glico- 
lí ticos F6P e GAP, como descrito abaixo. 

C. Reações de formação e clivagem de ligações 
carbono-carbono 

A conversão de três açúcares C 5 em dois açúcares C 6 e um 
açúcar C 3 envolve um notável “malabarismo” catalisado por 
duas enzimas, transaldolase e transcetolase. Como discutiu- 
-se na Seção 16.2E, as reações enzimáticas que formam ou 
quebram ligações carbono-carbono geralmente possuem 
mecanismos que envolvem a geração de um carbânion es- 
tabilizado e sua adição a um centro eletrofílico, como, por 
exemplo, um aldeído. Essa é a característica dominante das 
reações da transaldolase e da transcetolase. 

a. A transcetolase catalisa a transferência de unidades C 2 

A transcetolase, que utiliza um cofator tiamina-pirofosfato 
(TPP, Seção 17.3Ba), catalisa a transferência de uma unidade 
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FIGURA 23.28 A reação da fosfogliconato-desidrogenase. A oxidaçao do grupo OH forma um p-cetoácido que é facilmente des- 
carboxilado (embora o intermediário proposto não tenha sido isolado). 
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FIGURA 23.29 Ribulose-5-fosfato-isomerase e ribulose-5-fos- 
fato-epimerase. As reações catalisadas por essas duas enzimas 
envolvem intermediários enediolato. Na reação da isomerase 
(à direita), um grupo básico da enzima remove um próton do 
C; da Ru5P para formar um 1,2-enediolato e, então, adiciona 
um próton ao C 2 , para formar R5P. Na reação da epimerase (d 
esquerda), um grupo básico da enzima remove um próton do C 3 
para formar um 2,3-enediolato. Um próton é, então, adicionado 
ao mesmo átomo de carbono, porém com a configuração inver- 
tida, gerando Xu5P. 


FIGURA 23 30 Mecanismo da transcetolase. Atransceto- 
lase utiliza a coenzima tiamina-pirofosfato para estabilizar o 
carbânion formado pela clivagem da ligação C 2 -C 3 da Xu5P. 

A reação ocorre da seguinte maneira: (1) O ilídeo TPP ataca o 
grupo carbonila da Xu5P. ( 2 ) A clivagem da ligação C 2 -C 3 gera 
GAP e 2-(l,2-di-hidroxietil)-TPP ligado à enzima, um carbâ- 
nion estabilizado por ressonância. (3) O C 2 do carbânion ataca 
o carbono do aldeído da R5P, formando um aduto S7P-TPP. 

( 4 ) O TPP é eliminado, gerando S7P e o complexo enzima-TPP 
regenerado. 
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C 2 da Xu5P para a R5P, gerando GAP e sedoeptulose-7-fos- 
fato (S7P) (Fig. 23.26, Reação 6). A reação envolve a forma- 
ção intermediária de um aduto covalente entre Xu5P e TPP 
(Fig. 23.30). A estrutura por raios X dessa enzima homodi- 
mérica mostra que o TPP se liga em uma fenda profunda 
existente entre as subunidades, de modo que os resíduos das 
duas subunidades participam da ligação, exatamente como 
acontece com a piruvato-descarboxilase (outra enzima que 
requer TPP; Fig. 17.28). Na verdade, as estruturas são tão 
similares que é provável que tenham divergido a partir de um 
ancestral comum. 

b. A transaldolase catalisa a transferência de unidades C 3 
A transaldolase catalisa a transferência de uma unidade C 3 
da S7P para o GAP, gerando eritrose-4-fosfato (E4P) e F6P 
(Fig. 23.26, Reação 7). A reação ocorre pela clivagem de al- 
dol, que começa com a formação de uma base de Schiff entre 
um grupo e-amino de um resíduo essencial de Lys da enzima 
e o grupo carbonila da S7P (Fig. 23.31). A transaldolase e a 
aldolase de Classe I (Seção 17.2Da) compartilham um me- 
canismo de reação comum e podem também compartilhar 
um ancestral comum, apesar da carência de identidade de 
sequência significativa. Ambas são proteínas com barris a/p 
(Seção 8.3Bh), mas enquanto, na transaldolase, a Lys que 
forma a base de Schiff está em p4 (a quarta fita |3 a partir 
do N-terminal), na aldolase de Classe I ela está em p6. A 
sobreposição das estruturas em barril dessas duas enzimas, 
mantendo-se o alinhamento das fitas p que contêm o resíduo 
de Lys que forma a base de Schiff, resulta em um encaixe sig- 
nificativamente melhor do que quando a sobreposição é fei- 
ta mantendo-se o alinhamento de todos os barris a/p. Além 
disso, cinco dos pares de resíduos do sítio ativo sobrepostos 
são idênticos na sobreposição que considera o resíduo de Lys 
da base de Schiff. Isso sugere que, durante a evolução, a se- 
quência de DNA para duas unidades a/p foi transferida do 
N-terminal para o C-terminal da aldolase de Classe I que es- 
tava evoluindo, movendo a Lys do sítio ativo de p6 para p4. 
Tal permutação circular de elementos estruturais de barris 
a/p não altera muito a sua estrutura. 

C. Uma segunda reação da transcetolase gera GAP e uma 
segunda molécula de F6P 

Em uma segunda reação da transcetolase, uma unidade C 2 é 
transferida de uma segunda molécula de Xu5P para a E4P, 
formando GAP e outra molécula de F6P (Fig. 23.26, Reação 
8). A terceira etapa da via das pentoses-fosfato, portanto, 
transforma duas moléculas de Xu5P e uma de R5P em duas 


FIGURA 23.31 Mecanismo da transaldolase. A transaldolase 
contém um resíduo de Lys essencial, que forma uma base de 
Schiff com a S7P para facilitar uma reação de clivagem aldol. A 
reação ocorre da seguinte maneira: (1) O grupo E-amino de um 
resíduo de Lys essencial forma uma base de Schiff com o grupo 
carbonila da S7P. (2) Um carbânion C3 estabilizado pela base 
de Schiff é formado em uma reação de clivagem de aldol entre 
C3 e C4, eliminando a E4P. (3) O carbânion ligado à enzima e 
estabilizado por ressonância une-se ao átomo de C da carbonila 
do GAP, formando uma molécula de F6P ligada à enzima por 
meio de uma base de Schiff. (4) A base de Schiff é hidrolisada, 
regenerando a enzima ativa e liberando F6P. 
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FIGURE 23.32 Resumo dos rearranjos do esqueleto de car- 
bono na via das pentoses-fosfato. Uma série de formações e 
clivagens da ligação carbono-carbono converte três açúcares C 5 
em dois C 6 e em um C 3 . O número à esquerda de cada reação é 
a chave para a reação correspondente na Fig. 23.26. 

moléculas de F6P e uma molécula de GAP. Essas transfor- 
mações do esqueleto de carbono (Fig. 23.26, Reações 6-8) 
estão resumidas na Fig. 23.32. 

D. Controle da via das pentoses-fosfato 

Os principais produtos da via das pentoses-fosfato são R5P e 
NADPH. As reações da transaldolase e da transcetolase têm 
a função de converter o excesso de R5P em intermediários 
glicolíticos, quando a necessidade metabólica por NADPH é 
maior do que a necessidade de R5P para a biossíntese de nu- 
cleotídeos. O GAP e a F6P resultantes podem ser consumi- 
dos na glicólise e na fosforilação oxidativa ou reciclados pela 
gliconeogênese para formar G6P. Neste último caso, uma 
molécula de G6P pode ser convertida, em seis ciclos de via das 
pentoses-fosfato e gliconeogênese, em 6 moléculas de C0 2 , 
com a formação concomitante de 12 moléculas de NADPH. 
Quando a necessidade de R5P supera a de NADPH, a F6P 
e o GAP podem ser desviados da rota glicolítica para o uso 
na síntese de R5P, pelo inverso das reações de transaldolase 
e transcetolase. Na verdade, a análise por espectrometria de 
massa dos carbonos (marcados por 13 C) da [l,2- 13 C]glicose 
incorporados ao RNA de células cancerosas (que proliferam 
rapidamente) tem mostrado que mais de —70% da síntese 
de ribose de novo é originada por essas reações inversas não 
oxidantes da via das pentoses-fosfato (em vez da direção di- 
reta). 

O fluxo pela via das pentoses-fosfato oxidativa e, portan- 
to, a velocidade de síntese de NADPH, são controlados pela 
velocidade da reação da glicose-6-fosfato-desidrogenase (Fig. 
23.26, Reação 1). A atividade dessa enzima, que catalisa a pri- 
meira etapa comprometida da via das pentoses-fosfato (AG 
= -17,6 kJ * mol 1 no fígado), é regulada pela concentração 
de NADP (disponibilidade de substrato). Quando a célu- 
la consome NADPH, a concentração de NADP aumenta, 
aumentando a velocidade da reação da glicose-6-fosfato-de- 
sidrogenase, estimulando, assim, a regeneração de NADPH. 

E. Deficiência de glicose-6-fosfato-desidrogenase 

O NADPH é necessário para alguns processos redutores 
além da biossíntese. Por exemplo, a integridade da mem- 
brana do eritrócito requer um suprimento abundante de 
glutationa reduzida (GSH), um tripeptídeo que contém Cys 
(Seções 21.2Ba e 26.4C). Uma função crucial da GSH no eri- 
trócito é eliminar H 2 0 9 e hidroperóxidos orgânicos. O H 7 0 2 , 
um produto tóxico de vários processos oxidativos (Seção 


22.4Cg), reage com as ligações duplas dos resíduos de ácidos 
graxos da membrana celular do eritrócito, formando hidro- 
peróxidos. Estes, por sua vez, reagem e clivam ligações C-C 
do ácido graxo, danificando a membrana. Em eritrócitos, o 
aumento descontrolado de peróxidos resulta em lise celular 
prematura. Os peróxidos são eliminados pela ação da glu- 
tationa-peroxidase, uma das poucas enzimas com o cofator 
selênio, formando dissulfeto de glutationa (GSSG). 

gluationa- 

-peroxidase 

2GSH + R—Q — 0— H — GSSG + ROH + H 2 0 

Hidroperóxido 

orgânico 

A GSH é subsequentemente regenerada pela redução da 
GSSG, que é catalisada pela glutationa-redutase e ocorre à 
custa de NADPH (Seção 21.2Ba). 

glutationa- 
— rcdutaso 

GSSG + NADPH + H + ► 2GSH + NADP + 

Um suprimento constante de NADPH é, portanto, vital para 
a integridade dos eritrócitos. 

a. A primaquina causa anemia hemolítica em mutantes para 
a glicose-6-fosfato-desidrogenase 

Um defeito genético, comum em populações africanas, asiá- 
ticas e da região do Mediterrâneo, resulta em anemia hemo- 
lítica severa durante infecções ou administração de certos 
fármacos, incluindo o agente antimalárico primaquina. 

ch 3 

NH — CH — CH 2 — CH 2 — CH 2 — NH 2 



H 3 CO ^ ^ 

Primaquina 

Efeitos similares, que são conhecidos pelo nome favismo, 
ocorrem quando indivíduos portadores dessa característica 
comem feijão-fava (Vicia faba), uma leguminosa do Oriente 
Médio comumente consumida e que contém pequenas quan- 
tidades de glicosídeos tóxicos (o filósofo e matemático gre- 
go Pitãgoras, que viveu no século VI a.C. proibiu seus se- 
guidores de comerem feijão-fava, possivelmente por causa 
de seus efeitos deletérios). Essa característica foi atribuída 
a uma alteração do gene da glicose -6-fosfato-desidrogenase 
(G6PD). Sob a maioria das condições, esses eritrócitos mu- 
tantes possuem atividade enzimática suficiente para funcio- 
nar normalmente. Entretanto, agentes como a primaquina e 
o feijão-fava estimulam a formação de peróxido, aumentan- 
do a demanda por NADPH a um nível que as células mutan- 
tes não podem satisfazer. 

A principal razão para a baixa atividade enzimática nas 
células afetadas parece ser uma velocidade acelerada da de- 
gradação da enzima mutante (a degradação de proteínas é 
discutida na Seção 32.6). Isso explica por que pacientes com 
deficiência de G6PD reagem à primaquina com anemia he- 
molítica, mas se recuperam dentro de uma semana apesar da 
continuidade do tratamento com este fármaco. Os eritrócitos 
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maduros não possuem núcleo nem a maquinaria para a síntese 
de proteínas, portanto não podem sintetizar novas moléculas 
de enzima para substituir aquelas degradadas (da mesma ma- 
neira, os eritrócitos não podem sintetizar novos componentes 
para a membrana, e é por isso que eles são tão sensíveis a da- 
nos à membrana). Os primeiros tratamentos com primaqui- 
na resultam na lise de eritrócitos velhos, nos quais as G6PD 
defeituosas foram amplamente degradadas. Os produtos da 
lise estimulam a formação de células jovens, que contêm um 
número maior de enzimas e são, consequentemente, mais efi- 
cientes para contornar o estresse causado pela primaquina. 

Estima-se que mais de 400 milhões de pessoas possuam 
deficiência de G6PD , o que toma esta condição a enzimopa- 
tia humana mais comum. De fato, —400 variantes de G6PD 
foram reportadas, e pelo menos 140 destas foram caracteri- 
zadas no nível molecular. A G6PD é ativa em equilíbrio dí- 
mero-tetrâmero. Muitos dos sítios de mutação em indivíduos 
com a deficiência de G6PD mais severa estão na interface do 
dímero, deslocando o equilíbrio em direção ao monômero, 
instável e inativo. 

Algumas variantes da G6PD ocorrem com alta incidên- 
cia. Por exemplo, a chamada deficiência do tipo A”, que 
apresenta —10% da atividade da G6PD normal, possui uma 
incidência de aproximadamente 1 1 % entre afro-americanos. 


Essa variante é também a forma mais comum de deficiência 
de G6PD na África subsaariana. A variante “mediterrânea” 
é encontrada ao longo das regiões do Mediterrâneo e do 
Oriente Médio, e ocorre em 65% dos judeus curdos, a popu- 
lação com a mais alta incidência dessa característica. À alta 
prevalência de G6PD defeituosa em áreas de malária suge- 
re que tais mutações conferem resistência ao parasito dessa 
doença, Plasmodium falciparum (da mesma maneira como 
é o caso da anemia falciforme; Seção 7.3Ab). De fato, dois 
estudos epidemiológicos envolvendo mais de 2.000 crianças 
africanas com deficiência de G6PD A” indicam que esta for- 
ma está associada com uma redução de —50% no risco de 
malária severa para fêmeas heterozigotas e para machos ho- 
mozigotos (a deficiência de G6PD é uma característica ligada 
ao cromossomo X). 

Estudos in vitro indicam que os eritrócitos com defi- 
ciência de G6PD são hospedeiros menos suscetíveis para o 
plasmódio do que as células normais. Presumivelmente, isso 
ocorre porque o parasito necessita dos produtos da via das 
pentoses-fosfato e/ou porque o eritrócito é lisado antes que 
o parasito tenha a chance de amadurecer. Portanto, assim 
como na anemia falciforme, uma G6PD defeituosa confere 
uma vantagem seletiva a indivíduos que vivem em regiões 
onde a malária é endêmica. 


RESUMO DO CAPÍTULO 

1 Gliconeogênese Lactato, piruvato, intermediários do ciclo 
do ácido cítrico e muitos aminoácidos podem ser convertidos, por 
gliconeogênese, em glicose, pela formação de oxalacetato. Para 
que isso aconteça, as três etapas irreversíveis da glicólise devem 
ser contornadas. A reação da piruvato-cinase é desviada pela 
conversão de piruvato em oxalacetato, em uma reação depen- 
dente de ATP, catalisada pela enzima piruvato-carboxilase, que 
tem como grupo prostético a biotina. As duas fases da reação da 
piruvato-descarboxilase são catalisadas em sítios ativos diferentes 
da enzima homotetramérica, que transfere o grupo carboxibioti- 
na covalentemente ligado do domínio CB ao domínio CT de uma 
subunidade vizinha. O oxalacetato é subsequentemente descarbo- 
xiíado e fosforilado por GTP para formar PEP, em uma reação 
catalisada pela PEPCK. Para que isso ocorra nas espécies em que 
PEPCK é uma enzima citosólica, o oxalacetato deve ser transpor- 
tado da mitocôndria para o citosol, por meio da sua conversão in- 
terina em malato ou aspartato. A conversão em malato transporta 
para o citosol, concomitantemente, equivalentes redutores, na for- 
ma de NADH. As duas outras etapas irreversíveis da glicólise, a 
reação da PFK e a reação da hexocinase, são contornadas simples- 
mente por meio da hidrólise de seus produtos, FBP e G6P, pela 
FBPase e pela glicose-6-fosfatase, respectivamente. Uma molécula 
de glicose pode, portanto, ser sintetizada a partir de piruvato à cus- 
ta de quatro moléculas de ATP a mais do que seria gerado pelo 
processo inverso. A glicólise e a gliconeogênese são reguladas re- 
ciprocamente, de modo a consumir glicose quando a demanda por 
ATP é alta e sintetizá-la quando a demanda é baixa. Os pontos de 
controle nesses processos são a piruvato-cinase/piruvato-carboxi- 
lase-PEPCK, a PFK/FBPase e a hexocinase/glicose-6-fosfatase. A 
regulação dessas enzimas é exercida sobretudo por interações alos- 
téricas, modificações enzimáticas dependentes de AMPc e, para a 
PEPCK, controle da expressão gênica. O músculo, que é incapaz 
de fazer gliconeogênese, transfere muito do lactato que produz 
para o fígado, através da corrente sanguínea, para ser convertido 
em glicose e retornar ao músculo. Esse ciclo de Cori transfere a 


carga metabólica gerada pela síntese oxidativa de ATP pela via da 
gliconeogênese do músculo para o fígado. 

2 0 ciclo do glioxaioto Os animais não podem converter ácidos 
graxos em glicose, pois eles carecem das enzimas necessárias para 
sintetizar oxalacetato a partir de acetil-Co A. Os vegetais, entretan- 
to, podem fazê-lo pelo ciclo do glioxalato, um processo glioxissô- 
mico que converte duas moléculas de acetil-CoA em uma molécula 
de succinato, por meio da formação intermediária de glioxilato. O 
succinato é convertido em oxalacetato para ser utilizado na glico- 
neogênese ou no ciclo do ácido cítrico. 

3 Biossíntese de oUgossacarídeos e glicoproteínas Ligações 
glicosídicas são formadas pela transferência do monossacarídeo de 
um açúcar de nucleotídeo para uma segunda unidade de açúcar. 
Essas reações ocorrem durante a síntese de dissacarídeos, como a 
lactose, e durante a síntese dos componentes carboidratos das glico- 
proteínas. Em glicoproteínas AMigadas, o componente carboidrato 
é unido à proteína por uma ligação iV-glicosídica em um resíduo de 
Asn da sequência Asn-X-Ser/Thr. Em glicoproteínas O -ligadas, a 
união do carboidrato é uma ligação O-glicosídica em uma Ser ou 
Thr ou, em colágenos, em uma 5-hidroxilisina. Em proteínas an- 
coradas por GPI, um grupo glicosilfosfatidilinositol é ligado à pro- 
teína por uma ponte intermediária de etanolamina, que forma uma 
ligação amida com o resíduo de aminoácido C-terminal. A síntese 
de oligossacarídeos ligados ao N começa no retículo endoplasmá- 
tico com a formação em múltiplas etapas de um precursor ligado a 
lipídeo, que consiste em um dolicol-pirofosfato ligado a um núcleo 
comum de oligossacarídeo, com 14 resíduos. O carboidrato é, en- 
tão, transferido para um resíduo de Asn de uma cadeia polipep- 
tídica nascente. O dobramento correto da glicoproteína IV-ligada 
imatura é auxiliado pelo ciclo calnexina/calreticulina, e a glicopro- 
teína é subsequentemente transferida, por meio de uma vesícula 
membranosa, para a rede Golgi cis do aparelho de Golgi. O pro- 
cessamento é completado pela remoção de resíduos de manose 
excedentes, seguido pela ligação de uma variedade de outros mo- 
nossacarídeos, em reações catalisadas por enzimas específicas nas 
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cisternas do Golgi cis, medial e trans. As glicoproteínas A- liga d as 
terminadas são distribuídas na rede Golgi trans a seus destinos ce- 
lulares finais, por meio de transporte em vesículas membr anosas 
e de acordo com os componentes carboidratos que possuem. Três 
tipos principais de oligossacarídeos ligados ao N foram identifica- 
dos - oligossacarídeos ricos em manose, complexos e híbridos - em 
que todos contêm um núcleo pentassacarídico comum. Os estudos 
sobre a formação de glicoproteínas têm sido facilitados pelo uso de 
antibióticos, como a tunicamicina e a bacitracina, que inibem enzi- 
mas específicas envolvidas na síntese desses oligossacarídeos. Os 
oligossacarídeos ligados ao O são sintetizados no aparelho de Golgi 
pela ligação sequencial de unidades monossacarídicas específicas 
a certos resíduos de Ser ou Thr. Acredita-se que os componentes 
carboidratos atuem como marcadores de reconhecimento para o 
transporte de glicoproteínas para seus destinos celulares apropria- 
dos e para o reconhecimento célula-célula e de anticorpos. A ânco- 
ra de membrana de glicosilfosfatidilinositol é ligada às proteínas na 
superfície luminal do retículo endoplasmático, direcionando estas 
proteínas ancoradas por GPI para a superfície externa da membra- 
na plasmãtica. 

4 A via das pentoses-fosfato A célula utiliza NAD em rea- 
ções oxidantes e emprega NADPH para a biossíntese redutora. O 
NADPH é sintetizado na via das pentoses-fosfato, um modo alter- 


nativo de oxidação da glicose. Essa via também sintetiza R5P para 
uso na biossíntese de nucleotídeos. As primeiras três reações da via 
das pentoses-fosfato envolvem a oxidação de G6P a Ru5P, com a 
liberação de C0 2 e a formação de duas moléculas de NADPH. Isso 
é seguido por reações que isomerizam a Ru5P a R5P ou a epimeri- 
zam a Xu5P. Cada molécula de R5P não utilizada para a biossíntese 
de nucleotídeos é convertida, juntamente com duas moléculas de 
Xu5P, em duas moléculas de F6P e uma molécula de GAP, pela ação 
sequencial das enzimas transcetolase, transaldolase e, novamente, 
transcetolase. Os produtos gerados pela via das pentoses-fosfato 
dependem das necessidades da célula. A F6P e o GAP podem ser 
metabolizados através da glicólise e do ciclo do ácido cítrico ou reci- 
cladas pela gliconeogênese. Quando há excesso de NADPH, a etapa 
final da via das pentoses-fosfato pode ser invertida para a síntese 
de R5P a partir de intermediários glicolíticos. A via das pentoses- 
-fosfato é controlada em sua primeira etapa comprometida, a reação 
da glicose-6-fosfato desidrogenase, pela concentração de NAD". 
Uma deficiência genética de glicose-6-fosfato-desidrogenase causa 
anemia hemolítica sob a administração do fármaco antimalárico 
primaquina. Essa deficiência ligada ao X, que resulta da degrada- 
ção acelerada da enzima mutante, gera resistência contra a malária 
severa em mulheres heterozigotas e homens homozigotos para essa 
característica ligada ao sexo. 
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PROBLEMAS 


1. Compare as eficiências energéticas relativas, em ATP por mol 
de glicose oxidada, da oxidação da glicose pela via da glicólise + 
ciclo do ácido cítrico e da oxidação da glicose pela via das pentoses- 
-fosfato + gliconeogênese. Presuma que cada NADH ou NADPH 
são energeticamente equivalentes a 2,5 ATP. 

2. Apesar de os animais não poderem sintetizar glicose a partir 
de acetil-CoA, se um rato for alimentado com acetato marcado por 
11 C, alguma marcação irá aparecer no glicogênio extraído de seus 
músculos. Explique. 

3. Substâncias que inibem etapas de remoção específicas no pro- 
cessamento de glicoproteínas ligadas ao N têm sido ferramentas 
úteis para a elucidação da rota deste processo. Explique. 

4. Por meio de ferramentas da engenharia genética, você desen- 
volveu uma enzima não regulável, que pode tanto utilizar NAD 
como NADP em uma reação redox. Qual (ais) seria (m) a(s) 
consequência(s) fisiológica(s) de tal enzima para um organismo? 

5. Qual é a variação de energia livre da reação 

NADH + NADP + NAD + + NADPH 

sob condições fisiológicas? Presuma que AG°' = 0 para esta reação 
e que T = 37°C. 

6. Se a G6P for marcada com C em sua posição C 2 , qual será a 
distribuição da marcação radioativa nos produtos da via das pen- 
toses-fosfato após um ciclo desta via? Qual será a distribuição da 
marcação após a passagem desses produtos pela gliconeogênese, se- 
guida por um segundo ciclo da via das pentoses-fosfato? 


i- i IO m 

7. Após administrar [1,2- Cjglicose a células que estão prolife- 
rando e crescendo rapidamente e isolar o RNA, você descobre que 
os átomos Cj e C 2 das unidades ribosil estão marcados. Mostre, utili- 
zando as estruturas químicas e enzimas apropriadas, como a via das 
pentoses-fosfato pode gerar esta distribuição da marcação. 

8. Em um organismo, a relação entre as atividades metabólicas 
da glicóüse + ciclo do ácido cítrico e da via das pentoses-fosfato + 
gliconeogênese pode ser medida pela comparação das velocidades 
de geração de U C0 2 após administração de glicose marcada com C 
no Cj com aquelas obtidas após administração de glicose marcada 
no C 6 . Explique. 

9. (a) Descreva o comprimento dos produtos da reação da trans- 
cetolase quando os dois substratos são açúcares com cinco carbonos, 
(b) Descreva os produtos da reação quando os substratos são uma 
aldose com cinco carbonos e uma cetose com seis carbonos. Faz di- 
ferença qual dos substratos se üga à enzima primeiro? 

10. Sabendo-se que uma mutação que pode ser benigna ou mes- 
mo vantajosa leva a uma sensibilidade anormal à primaquina, 
juntamente com o fato de que os seres humanos apresentam uma 
enorme complexidade genética, comente a possibilidade de se de- 
senvolver fármacos que não exibam efeitos adversos atípicos em 
nenhum indivíduo. 

11. A glicose-6-fosfato localiza-se dentro do retículo endoplasmá- 
tico. Descreva os prováveis sintomas de um defeito no transporte de 
G6P através da membrana do retículo endoplasmático. 



Fotossintese 
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CAPÍTULO 24 


1 Cloroplastos 

2 As reações de luz 

A. A absorção de luz 

B. 0 transporte de elétrons em bactérias fotossintéticas 
púrpuras 

C. 0 transporte de elétrons com dois centros 

D. A f otofosfori laçã o 

3 As reações de escuro 

A. 0 ciclo de Calvin 

B. 0 controle do ciclo de Calvin 

C. A fotorrespi ração e o ciclo 0 L 


A vida na Terra depende do sol. Plantas e cianobactérias se- 
questram quimicamente a energia da luz por meio da fotossín- 
tese, um processo movido pela luz no qual o C0 2 é “fixado” 
para formar carboidratos ( CH 2 0 ) . 

co 2 + h 2 o (CH 2 o) + o 2 

O processo no qual o CO, é reduzido e a H 2 0 é oxidada para 
produzir carboidratos e 0 2 , é essencialmente o inverso do 
metabolismo oxidativo dos carboidratos. Os carboidratos 
produzidos pela fotossíntese, portanto, servem como fonte 
de energia para o organismo que os produz, assim como para 
organismos não fotossintetizantes que direta ou indiretamen- 
te consomem organismos fotossin té ticos. De fato, até mesmo 
a indústria moderna é altamente dependente de produtos da 
fotossíntese, porque o carvão, o óleo e o gás (os chamados 
combustíveis fósseis) são tidos como os restos de organismos 
antigos. Estima-se que a fotossíntese fixa anualmente cerca 
de 10 n toneladas de carbono, o que representa um armaze- 
namento de mais de 10 1S kJ de energia. Além disso, a fotos- 
síntese, ao longo do tempo, tem produzido o O, da atmosfera 
terrestre (Seção 5Cb). 

A noção de que as plantas obtêm seu alimento a partir 
de coisas tão pouco substanciosas como luz e ar levou quase 
dois séculos para ser desenvolvida. Em 1648, o médico fla- 
mengo Jean Baptiste van Helmont relatou que, ao cultivar 
uma árvore de salgueiro envasada, obtida a partir de um 
ramo, ocorria uma mudança insignificante no peso do solo 
no qual a planta havia sido enraizada. Embora outro século 
tivesse de passar antes da formulação da lei da conservação 
da matéria, van Helmont atribuiu o peso ganho pela árvore 
à água que esta havia absorvido. Essa ideia foi ampliada em 
1727 por Stephen Hales, que propôs que as plantas extraem 
parte de sua matéria do ar. 


A primeira indicação de que as plantas produzem oxi- 
gênio foi encontrada pelo padre inglês e químico pioneiro 
Joseph Priestley, que relatou: 

Observando que velas queimam muito bem no ar no qual 
plantas cresceram por um longo tempo e, tendo razões para 
acreditar que havia algo em relação à vegetação que restaurava 
o ar usado para respiração, pensei que seria possível que o 
mesmo processo pudesse também restaurar o ar usado para 
a queima de velas. Assim sendo, em 17 de agosto de 1 771, 
coloquei um broto de menta em uma certa quantidade de ar, 
na qual uma vela de cera havia sido completamente queimada 
e descobri que, no 27° dia do mesmo mês, outra vela queimou 
perfeitamente bem no mesmo ar. 

Embora mais tarde Priestley tenha descoberto o oxigê- 
nio, que ele denominou “ar desflogisticado”, foi Antoine 
Lavoisier que elucidou seu papel na combustão e na res- 
piração. No entanto, o trabalho de Priestley inspirou o mé- 
dico holandês Jan Ingenhousz, que, em 1779, demonstrou 
que o poder “purificador” das plantas reside na influência 
da luz do sol em suas partes verdes. Em 1782, o pastor suíço 
Jean Senebier mostrou que o C0 2 , que ele denominou “ar 
fixado”, é absorvido durante a fotossíntese. Seu compatrio- 
ta Nicolas-Théodore de Saussure descobriu, em 1804, que 
as massas combinadas da matéria orgânica produzida pe- 
las plantas e o oxigênio que elas produzem é maior que a 
massa do C0 2 que elas consomem. Ele concluiu, portanto, 
que água, a outra única substância que havia adicionado ao 
seu sistema, também era necessária para a fotossíntese. O 
ingrediente derradeiro na receita fotossin tética final foi es- 
tabelecido em 1842 pelo fisiologista alemão Robert Mayer, 
um dos formuladores da primeira lei da termodinâmica, que 
concluiu que as plantas convertem energia luminosa em 
energia química. 

1 CLOROPLASTOS 

O local da fotossíntese em eucariotos (algas e plantas superio- 
res) é o cloroplasto (Seção 2 Ag), um membro das organelas 
membranosas subcelulares peculiar às plantas conhecidas 
como plastídeos. A primeira indicação de que os cloroplas- 
tos têm função fotossintética foi a observação de Theodor 
Englemann, em 1882, de que pequenas bactérias móveis 
atraídas por 0 2 reuniam-se na superfície da alga Spyrogira, 
cobrindo seu único cloroplasto, mas somente quando este 
era iluminado. Os cloroplastos devem, portanto, ser o sítio 
da liberação de 0 2 induzida por luz, ou sej a, da fotossíntese. 
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FIGURA 24.1 Cloroplasto de milho, (a) Uma micrografia eletrônica. ( b ) Diagrama esquemático* 
(Micrografia eletrônica cortesia de Lester Shumway, College of Western Utah, EUA.) 


Compartimento 
do tilacoide - 


Os cloroplastos, dos quais há de 1 a 1.000 por célula, variam 
consideravelmente em tamanho e forma, mas têm geralmen- 
te ~5 (jum de comprimento e forma elipsoide. Como as mi- 
tocôndrias, com as quais se assemelham de várias maneiras, 
os cloroplastos têm uma membrana externa altamente per- 
meável e uma membrana interna praticamente impermeá- 
vel, separadas por um estreito espaço intermembranas (Fig. 
24.1). A membrana interna envolve o estroma, uma solução 
concentrada de enzimas muito parecida com a matriz mi- 
tocondrial, que também contém DNA, RN A e ribossomos 
envolvidos na síntese de diversas proteínas de cloroplastos. 
O estroma, por sua vez, envolve um terceiro compartimento 
membranoso, o tilacoide (do grego thylakos, um saco ou bol- 
sa) . O tilacoide é provavelmente uma única vesícula bastante 
dobrada, embora em muitos organismos ela pareça ser cons- 
tituída de pilhas de sacos ou discos denominados grana, que 
por sua vez são interconectados por lamelas estromais não 
empilhadas. Um cloroplasto normalmente contém 10 a 100 
grana. As membranas do tilacoide surgem de invaginações 
da membrana interna de cloroplastos em desenvolvimento e, 
portanto, lembram cristas mitocondriais. 

Os lipídeos da membrana tilacoide têm uma composição 
característica. De sua constituição, 80% são de mono e diga- 
lactosil diadlgliceróis neutros; apenas 10% de fosfolipídeos e 
os 10% restantes dos sulfolipídeos sulfoquinovosil diacilgli- 
ceróis (a quinovose é a 6-desoxiglicose): 


* N. de T.: Modelos mais recentes de ultraestmtura incorporam outras 
características para cloroplastos de mesófilos de plantas C 3 e C 4 , como 
por exemplo, o fato de que as membranas tilacoides apresentam múl- 
tiplas hélices de lamelas estromais que se enrolam em sentido horário 
em tomo da grana cilíndrica e formam um sistema contíguo. Para maio- 
res detalhes, consultar Mustãrdy, L., e Garab, G. Granum revisited. A 
three-dimensional model - where things fali into place. Trends in Plant 
Science 8 (3): 117-122, 2003. 


X— CH 2 
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H OH 


Digalactosil diacilglicerol 


X = SOg 

* — átomo de C invertido 

As cadeias acil desses lipídeos têm um alto grau de insatura- 
ção, o que confere à membrana tilacoide um caráter de alta 
fluidez. 

A fotossíntese ocorre em duas fases distintas: 

1 . As reações de luz, que usam a energia luminosa para ge- 
rar NADPH e ATP. 

2. As reações de escuro, na verdade reações independentes 
de luz, que usam NADPH e ATP para impelir a síntese de 
carboidratos a partir de C0 2 e H 2 0. 

As reações de luz ocorrem na membrana tilacoide e envolvem 
processos que lembram o transporte de elétrons e a fosforila- 
ção oxidativa na mitocôndria (Seções 22.2 e 22.3). Em proca- 
riotos fotossinté ticos, que não possuem cloroplastos, as rea- 
ções de luz ocorrem na membrana plasmática (face interna) 
das células ou em estruturas altamente invaginadas derivadas 
delas, chamadas cromatóforos (p. ex., Fig. 24.2; lembre-se que 
os cloroplastos desenvolveram-se a partir de cianobactérias 
que assumiram uma relação simbiótica com um eucarioto não 
fotossintético; Seção 1 .2 Ag ■ . Em eucariotos, as reações de es- 
curo ocorrem no estroma por meio de uma série cíclica de 
reações catalisadas por enzimas. Nas seções seguintes, serão 
consideradas as reações de luz e escuro em detalhe. 


I Sulfoquinovosil 
j diacilglicerol 
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FIGURA 24.2 Microgratla eletrônica de uma seção através da 
bactéria fotossintética púrpura Rhodobacter sphaeroides. Sua 

membrana plasmática invagina para formar túbulos conectados 
extemamente conhecidos como cromatóforos (setas; ver aqui em 
seção mediana circular), que são os sítios da fotossíntese. (Cortesia 
de Gerald A. Peters, Virgínia Commonwealth University, EUA.) 

2 AS REAÇÕES DE LUZ 

Nas primeiras décadas do século XX, dizia-se que a luz, ab- 
sorvida por pigmentos fotossintéticos, reduzia diretamente o 
C0 2 , o qual, por sua vez, combinava-se com a água para for- 
mar carboidratos. Analisando dessa maneira, o C0 2 é a fonte 
de 0 2 gerada pela fotossíntese. Em 1931, entretanto, Cornelis 
van Niel mostrou que bactérias verdes fotossintetizantes, ana- 
eróbios que usam H 2 S na fotossíntese, geravam enxofre: 

luz 

C0 2 + 2H 2 S » (CH z O) + 2S + H 2 0 

A similaridade química entre H 2 S e H 2 0 levou van Niel a 
propor que a reação fotossintética geral é: 

C0 2 + 2H 2 A (CH 2 0) + 2A + H z O 

onde H 2 A é H 2 0 em plantas verdes e cianobactérias e H 2 S 
em bactérias sulfurosas fotossintetizantes. Isso sugere que a 
fotossíntese é um processo de dois estágios no qual a energia 
da luz é usada para oxidar H 2 A (nas reações de luz): 

2H 2 A 2A + 4[H] 

e o agente redutor resultante [H] subsequentemente reduz o 
C0 2 (nas reações de escuro): 

4[H] + C0 2 » (CH 2 0) + H 2 0 

Assim, na fotossíntese aeróbia, é H 2 0, e não CO„ que é foto- 
lisado (partido pela luz). 

A validade da hipótese de van Niel foi estabelecida de 
forma inequívoca por dois experimentos. Em 1937, Robert 
Hill descobriu que, quando cloroplastos isolados desprovidos 
de C0 2 são iluminados na presença de um aceptor de elé- 
trons artificial como a ferricianida (Fe[CN] 3 ”), 0 2 é liberado 
com redução concomitante do aceptor (para ferrocianida, 
Fe[CN]g - , no exemplo). A chamada reação de Hill demons- 
tra que o CO, não participa diretamente da reação de pro- 
dução de 0 2 . Foi posteriormente descoberto que o aceptor 
fotossintético natural de elétrons é NADP (Fig. 13.2), cujo 
produto de redução, NADPH, é utilizado nas reações de es- 
curo para reduzir o C0 2 a carboidrato (Seção 24 .3 A). Em 
1941, quando o isótopo de oxigênio ls O tornou-se disponível, 


Samuel Ruben e Martin Kamen demonstraram diretamente 
que a fonte de 0 2 formado na fotossíntese é H 2 0: 

IllZ 

h 2 i8 o + co 2 - — -> (CH 2 0) + ls o 2 

Esta seção discute os principais aspectos das reações de luz. 
A. A absorção de luz 

O principal fotorreceptor na fotossíntese é a clorofila. Esse 
tetrapirrol cíclico, assim como o grupo heme das globinas 
e citocromos (Seção 10.1 A e 22.2C), é derivado biossinte- 
ticamente da protoporfirina IX. As moléculas de clorofila, 
no entanto, diferem de heme em quatro grandes aspectos 
(Fig. 24.3): 

2 - 4 - 

1. Seu íon metálico central é Mg em vez de Fe(II) ou 
Fe(III). 

2. Possui um anel ciclopentanona, Anel V, fusionado ao 
Anel pirrólico III. 

3. O Anel pirrólico IV é parcialmente reduzido na clorofila 
a (Chi a) e na clorofila b (Chi b ) , os dois tipos predominan- 
tes de clorofilas em eucariotos e cianobactérias, enquanto na 
bacterioclorofila a (BChl à) e na bacterioclorofila b (BChl 
b), as principais clorofilas de bactérias fotossintéticas, os 
Anéis II e IV são parcialmente reduzidos. 

4. A cadeia lateral propionil do anel IV é esterificada a um 
álcool tetraisoprenoide. Nas Chi a e b, assim como na BChl 
b,é fitol, mas na Bchl a é fitol ou geranil-geraniol, dependen- 
do da espécie de bactéria. 

Além disso, Chi b possui um grupo formil no lugar do subs- 
tituinte metil no átomo C 3 do Anel II da Chi a . De modo simi- 
lar, BChl a e BChl b têm substituintes diferentes no átomo C4. 

a. Luz e matéria interagem de maneiras complexas 
Como a fotossíntese é um processo movido pela luz, vale a 
pena revisar como a luz e a matéria interagem. A radiação 
eletromagnética é propagada de maneira escalonada como 
quanta (fótons), cuja energia E é dada pela lei de Planck: 

E = hv = — - [24. 1J 

i34 

onde h é a constante de Planck (6,626 X 10 J • s), c é a 
velocidade da luz (2,998 X 10 8 m • s _1 no vácuo), v é a fre- 
quência da radiação e X é o seu comprimento de onda (a luz 
visível varia em comprimentos de onda de 400 a 700 nm). 
Portanto, a luz vermelha com X = 680 nm tem uma energia 
de 176 kJ • einstein” (um einstein é um mol de fótons). 

As moléculas, assim como os átomos, têm numerosos 
estados eletrônicos de quanta de diferentes energias. Além 
disso, por possuírem mais de um núcleo, cada um de seus 
estados eletrônicos tem uma série de sub estados rotacio- 
nais e vibracionais que diferem pouco em nível de energia 
(Fig. 24.4). A absorção de luz por uma molécula geralmente 
ocorre por meio da promoção de um elétron de seu orbital 
molecular no estado basal (de menor energia) para outro de 
maior energia. Entretanto, uma dada molécula pode absor- 
ver somente fótons de certos comprimentos de onda, porque, 
como é exigido pela lei da conservação de energia, a diferença 
de energia entre dois estados deve corresponder exatamente à 
energia dofóton absorvido. 
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FIGURA 24.3 Estruturas das clorofilas. As 

fórmulas moleculares das clorofilas aebe bac- 
terioclorofilas a&b aparecem comparadas com 
a da ferro-protoporfirina IX (heme). O átomo 
com asterisco tem estereoquímica oposta na 
dorofila a' (Chi a'). O isoprenoide fitol e as 
caudas geranilgeranil aparentemente aumentam 
a solubilidade das clorofilas em meios apoiares. 



Cadeia lateral geranilgeranil 


As várias clorofilas são moléculas altamente conjugadas 
(Fig. 24.3). São somente estas moléculas que absorvem forte- 
mente a luz visível (a banda espectral na qual a radiação solar 
atinge a Terra é de intensidade máxima). De fato, os coefi- 
cientes de extinção molar mais altos das clorofilas, >10 S M _1 - 
cm” 1 , estão entre os mais altos conhecidos para moléculas or- 
gânicas (Fig. 24.5; os espectros de absorção são discutidos na 
Seção 5.3Ca). Ainda assim, as diferenças químicas relativa- 
mente pequenas entre as várias clorofilas afetam fortemente 
seus espectros de absorção. Essas diferenças espectrais, como 
será visto, são de funcionalidade significativa. 

Uma molécula eletronicamente excitada pode dissipar 
sua energia de excitação de diversas maneiras. Os modos 
com maior significância fotossintética são os seguintes 
(Fig. 24.4): 

L Conversão interna, um modo comum de declínio, no 
qual a energia eletrônica é convertida na energia cinética do 
movimento das moléculas, ou seja, em calor. Esse processo 
ocorre muito rapidamente, completando-se em < 10 11 s. 


Muitas moléculas relaxam dessa maneira, atingindo os seus 
estados basais. As moléculas de clorofila, no entanto, nor- 
malmente relaxam apenas até os seus estados excitados mais 
baixos. Consequentemente, a energia de excitação fotos sinte- 
ticamente aplicável de uma molécula de clorofila, que tenha 
absorvido um fóton na sua banda de comprimento de onda 
curto ( que corresponde ao seu segundo estado excitado ), não 
é diferente da absorção de um fóton na sua banda menos ener- 
gética, de comprimento de onda longo. 

2. Fluorescência, na qual uma molécula excitada eletroni- 
camente volta ao seu estado basal através da emissão de um 
fóton. Esse processo requer aproximadamente 10" 8 s, por- 
tanto, ocorre muito mais lentamente do que a conversão in- 
terna. Consequentemente, um fóton emitido por fluorescên- 
cia geralmente tem um comprimento de onda maior (menor 
energia) do que aquele inicialmente absorvido. A fluorescên- 
cia corresponde à dissipação de apenas 3 a 6% da energia 
luminosa absorvida por plantas vivas. No entanto, a clorofila 
em solução, onde obviamente a captação fotossintética de 
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energia não pode ocorrer, possui uma intensa fluorescência 
vermelha. 

3. Transferência de éxciton (também conhecida como 
transferência de energia por ressonância) , na qual uma mo- 
lécula excitada transfere diretamente a sua energia para mo- 
léculas próximas não excitadas com propriedades eletrôni- 
cas similares (a base do FRET; Seção 9.1 Cd). Esse processo 
ocorre por meio de interações entre os orbitais moleculares 
das moléculas participantes de uma maneira análoga às in- 
terações entre pêndulos de frequências similares, mecani- 
camente acoplados. Um éxciton (uma excitação) pode ser 
transferido em série entre membros de um grupo de molécu- 
las ou, se seu acoplamento eletrônico for forte o suficiente, o 
grupo inteiro pode atuar como uma única “supermolécula” 
excitada. Será visto que a transferência de éxciton é de par- 
ticular importância no direcionamento da energia luminosa 
para os centros de reação fotossintética. 

4. Foto-oxidação, na qual uma molécula doadora excitada 
pela luz é oxidada ao transferir um elétron a uma molécu- 
la aceptora, que se torna, portanto, reduzida. Esse processo 
ocorre porque o elétron transferido é ligado menos fortemen- 
te ao doador em seu estado excitado do que no seu estado 
basal. Na fotossíntese, a clorofila excitada (Chi*) é esse doa- 
dor. A energia do fóton absorvido é, portanto, transferida qui- 
micamente para o sistema de reação fotossintética . A clorofila 
foto-oxidada, Chi , um radical livre catiônico, retornará ao 
seu estado basal pela oxidação de alguma outra molécula. 


FIGURA 24.4 Um diagrama de energia indicando os estados 
eletrônicos da clorofila e seus modos de interconversão mais im- 
portantes. As linhas finas pretas indicam diferentes subestados 
vibracionais e rotacionais de cada estado eletrônico. As setas 
onduladas representam a absorção de fótons ou sua emissão 
fluorescente. A energia de excitação também pode ser dissipada 
em processos sem radiação, tais como a conversão interna (pro- 
dução de calor) ou reações químicas. &o Ver Figuras animadas 


b. A luz absorvida pelas clorofilas da antena é transferida 
para os centros de reação fotossintética 
As reações primárias da fotossíntese, como explicado nas 
Seções 24.2B e 24.2C, ocorrem em centros de reação fotos- 
sintética (CR). No entanto, organelas fotossintéticas contêm 
muito mais moléculas de clorofila do que as contidas nos 
CR. Isso foi demonstrado em 1932 por Robert Emerson e 
William Arnold em seus estudos sobre a produção de 0 2 
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FIGURA 24.5 Os espectros de absorção de vários pigmentos fotossintéticos. Cada uma das clorofilas tem duas faixas de absorção, 
uma no vermelho e uma no azul. A ficoeritrina absorve luz azul e verde, enquanto a ficocianina absorve a luz amarela. Juntos, esses pig- 
mentos absorvem a maior parte da luz visível do espectro solar. (Com base em um desenho de Govindjee, University of Illinois, EUA.) 
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FIGURA 24.6 A quantidade de 0 2 liberada pela alga Chio - 
relia versus a intensidade de luz dos pulsos. Os pulsos estão 
separados por intervalos de escuro maiores que 20 ms. 

na alga verde Chlorella (um organismo experimental muito 
utilizado), a qual tinha sido exposta a breves (10 jas) e re- 
petidos pulsos de luz. A quantidade de 0 2 gerada por pulso 
era máxima quando o intervalo entre pulsos era de pelo me- 
nos 20 ms. Evidentemente, este é o tempo necessário para 
uma única volta do ciclo de reação fotossintética. Emerson 
e Arnold então mediram a variação do rendimento de O z 
com a intensidade do pulso quando o intervalo de pulso era 
o ótimo de 20 ms. Com pulsos fracos, o 0 2 cresceu linear- 
mente com a intensidade do pulso de luz de tal forma que 
cerca de uma molécula de 0 2 era gerada a cada oito fótons 
absorvidos (Fig. 24.6). Com o aumento na intensidade do 
pulso, a eficiência desse processo caiu, sem dúvida porque 
o número de fótons começou a aproximar-se do número de 
unidades fotoquímicas. O que foi surpreendente, no entan- 


to, foi que cada pulso de intensidade saturante produzia so- 
mente uma molécula de 0 2 a cada —2.400 moléculas de clo- 
rofila presentes. Uma vez que ao menos oito fótons devem 
ser absorvidos em sequência para liberar uma molécula de 
0 2 (Seção 24.2C), esses resultados sugerem que o aparato 
fotossintético contém —2.400/8 = 300 moléculas de clorofila 
por CR. 

Com tamanho excesso de moléculas de clorofila por 
CR, parece improvável que todas participem diretamente na 
reação fotoquímica. Em vez disso, como mostraram experi- 
mentos subsequentes, a maioria das clorofilas funciona como 
capturadoras de luz; ou seja, elas atuam como antenas coleto- 
ras de luz. Essas clorofilas de antena passam a energia de um 
fóton absorvido por transferência de éxciton, de molécula a 
molécula, até que a excitação alcance um CR (Fig. 24.7a). 
Lá, a energia é aprisionada, porque clorofilas de CR, embora 
quimicamente idênticas às clorofilas de antenas, possuem es- 
tados de energia de excitação um pouco mais baixos, devido 
a seus diferentes ambientes (Fig. 24.7 h). 

A transferência de energia do sistema de antenas até um 
centro de reação ocorre em menos de 10" 10 s com uma efi- 
ciência maior do que 90%. Essa alta eficiência depende das 
moléculas de clorofila apresentarem espaçamentos e orienta- 
ções relativas adequadas. Mesmo sob luz solar intensa, uma 
CR só intercepta ~1 fóton por segundo, uma taxa metaboli- 
camente insignificante. Portanto, esses complexos coletores 
de luz (CCL) desempenham uma função essencial. 

c. Os CCL de bactérias fotossintéticas púrpuras contêm 
múltiplas moléculas absorvedoras de luz simetricamente 
arranjadas 

A maioria das bactérias fotossintéticas púrpuras, que estão 
entre os organismos fotossintéticos mais simples, tem dois 
tipos de CCL, CL1 e CL2, os quais são proteínas transmem- 
brana, mas têm diferentes propriedades espectrais e bioquí- 
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FIGURA 24 7 fluxo de energia através de um complexo de antena fotossintética. (a) A excitação resultante da absorção de um 
fóton migra ao acaso por transferência de éxciton entre as moléculas do complexo da antena (círculos verde-claros ) até que seja 
capturada por uma clorofila do CR (círculos verde-escuros ), ou, menos frequentemente, seja reemitida por fluorescência, (b) A 
excitação é capturada pela clorofila do CR porque seu estado de excitação mais baixo tem uma energia menor do que aquela das 
moléculas de pigmento da antena. 
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micas. O CL2, que absorve luz em comprimentos de onda 
mais curtos do que CL1, passa rapidamente a energia dos 
fótons que absorve para CL1, o qual, por sua vez, passa-a ao 
CR. A estrutura por raios X de CL2 da bactéria fotossinté- 
tica púrpura Rhodospirillum (Rs.) molischianum (Fig. 24.8), 
determinada por Hartmut Michel, revela que esta proteína 
é um complexo a 8 p 8 (16 mer) com simetria rotacional de or- 
dem 8 e liga 24 moléculas de bacterioclorofila a (BChl a) e 8 
moléculas de licopeno (um carotenoide; ver a seguir): 



Tanto a subunidade a como a |3 (56 e 45 resíduos, respec- 
tivamente) consistem principalmente em hélices isoladas 
que estão alinhadas quase que perpendicularmente ao plano 
da membrana na qual estão inseridas. As oito subunidades 
a estão dispostas lado a lado para formar um cilindro oco 
de diâmetro de —31 Â (medido entre os eixos das hélices). 
Cada uma das oito subunidades p ocupa uma posição radial- 
mente externa a uma subunidade a, formando um cilindro 
concêntrico de diâmetro de —62 À. Dezesseis das moléculas 
de BChl a estão dispostas entre esses anéis de hélices em um 
arranjo que lembra uma turbina de 16 lâminas. Os sistemas 
de anéis paralelos e sucessivos de BChl a estão em contato 
parcial por forças de van der Waals (seus íons Mg 2+ estão 
separados por — 9 Â) com seus planos perpendiculares ao 
plano da membrana. Cada um de seus átomos de Mg 2+ estão 



(a) 


ligados axialmente por cadeias laterais de His (muito pare- 
cido com o Fe [II] na desoxiemoglobina), que se estendem 
alternadamente de uma subunidade a e uma p em torno da 
porção terminal basal do cilindro. As oito moléculas de BChl 
a remanescentes, cada uma das quais ligada individualmente 
e axialmente pela cadeia lateral de Asp 6a próximo da ex- 
tremidade superior do cilindro, estão arranj adas em um anel 
de simetria de ordem oito entre as hélices das subunidades p 
sucessivas e estão orientadas com os planos de seus sistemas 
de anéis deslocados em —35° em relação ao plano da mem- 
brana. As oito moléculas de licopeno estão inseridas entre as 
subunidades a e p e estendem-se ao longo de boa parte de 
seus comprimentos, contatando assim os dois conjuntos de 
moléculas de BChl a. O CL2 de Rhodopseudomonas (Rps.) 
acidophila, outra bactéria fotossintetizante púrpura, é com- 
posto de 18 unidades de a 9 p 9 , tendo uma estrutura similar 
na sua região transmembrana ao complexo de Rs. molischia- 
num, muito embora suas subunidades a e p sejam somente 
26 e 31 % idênticas. 

Medidas espectroscópicas indicam que a His ligadora 
do CL2 e moléculas de BChl a intimamente associadas ab- 
sorvem radiação em um comprimento de onda de 850 nm 
(e, portanto, são chamadas de B850) e estão fortemente aco- 
pladas, isto é, absorvem radiação quase como uma unidade. 
As outras moléculas de BChl a (B800), mais frouxamente 
associadas, absorvem radiação em um máximo de 800 nm, 
predominantemente como moléculas individuais (o ambien- 
te local das BChl a na proteína alteram seu espectro em re- 
lação ao em solução; Fig. 24.5). Quando uma BChl a B800 
absorve um fóton, a excitação (em —700 fentossegundos [fs]; 
1 fs = 10 '" s) é rapidamente transferida para uma BChl a 



(b) 


FIGURA 24.8 Estrutura por raios X do CL2 de Rs. molischianum. As subunidades a estão em roxo e as subunidades p, em cor- 
-de-rosa. Os cromóforos ligados estão desenhados na forma de bastões, com as BChl a em verde e os íicopenos em amarelo. As 
caudas fitol das BChl a foram interrompidas para se obter maior clareza, (a) Vista perpendicular à membrana bacteriana a partir 
do citoplasma. As cadeias polipeptídicas estão desenhadas em forma de “verme”. ( b ) Vista paralela à membrana, com o citoplasma 
acima. As subunidades proteicas estão representadas apenas por suas hélices, as quais são apresentadas como cilindros. Os íons 
Mg" estão representados por esferas brancas. (Cortesia de Juergen Koepke e Harmut Michel, Max-Planck-Institut für Biochemie, 
Frankfurt, Alemanha. PDBid 1LGH.) jfh Ver Exercício interativo 20 
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F IGURA 24.9 Modelo do sistema de antena absorvedor de luz 
de bactérias fotossintéticas púrpuras. Diversos CL2 associam-se 
mutuamente e com CL1, que envolve o centro de reação fotos- 
sintética (CR). As BChl a de CL2 B85G e de CL1 estão em verde, 
as de CL2 B800, em púrpura, e os pigmentos absorvedores de luz 
do CR (ver a seguir), em vermelho e preto. A luz absorvida pelas 
moléculas de BChl a e de licopeno de um CL2 é rapidamente 
transferida (setas curvas ), frequentemente via outros CL2, para 
CL1, que, por sua vez, transfere a excitação para o CR nele conti- 
do. (De Bhattarchardee, Y., N ature 412, 474 [2001].) 


B850 de menor energia (que pode absorver um fóton inde- 
pendentemente), e esta, ainda mais rapidamente (em ~ 100 
fs), transfere a excitação entre as outras moléculas de BChl 
a B850. Portanto, o sistema B850 atua como um tipo de anel 
de armazenamento de energia que desloca a excitação por 
uma ampla região. As moléculas carotenoides nesse sistema 
absorvem na faixa de luz visível ( < 800 nm) e podem facilitar 
assim a transmissão de excitação entre as moléculas vizinhas 
de BChl a B850 e B800, que se encontram um pouco distan- 
tes (19 Á entre átomos de Mg). 

O CL1, assim como o CL2, tem subunidades a e p de 
—50 resíduos cada. A estrutura de baixa resolução (8,5 Á) de 
CL1 de Rs. rubrum, conforme determinada por cristalografia 
eletrônica, revela uma semelhança com a de CL2, mas com 
uma simetria rotacional de ordem 16, e forma um cilindro de 
116 Â de diâmetro com um orifício de 68 À de diâmetro abai- 
xo de seu centro. Esse orifício é de tamanho suficiente para 
conter um CR (ver a seguir), como é o caso, segundo indicam 
estudos de microscopia eletrônica (Fig. 24.9). As moléculas 
de BChl a de CL1 absorvem radiação a um comprimento de 
onda mais longo do que aqueles de CL2 e, consequentemen- 
te, quando estes dois conjuntos estão em contato, a excitação 
é rapidamente (em 1-5 picossegundos [ps]; 1 ps = 10" 12 s) 
transferida de CL2 para CL1 e, então (em 20-40 ps), para 
os CRs contidos em CL1 . As excitações também podem ser 
rapidamente trocadas entre CL2 adjacentes. Portanto, esse 
sistema de antena transfere praticamente toda a energia de 
radiação que absorve, para o CR, em muito menos do que 
poucos nanossegundos (ns; 1 ns = 10 9 s), além dos quais es- 


sas excitações iriam decair. É importante ressaltar que este 
complicado arranjo de cromóforos (moléculas que absorvem 
luz) está entre os mais simples conhecidos; aqueles dos siste- 
mas coletores de luz das plantas são ainda mais elaborados 
(ver a seguir). 


d. Os CCL contêm pigmentos acessórios 
A maioria dos CCL contém outras substâncias , além da clorofi- 
la, que absorvem luz. Esses pigmentos acessórios têm a função 
de “preencher” o espectro de absorção dos complexos de an- 
tena, nas regiões do espectro onde efetivamente as clorofilas 
não absorvem (Fig. 24.5). Os carotenoides, que são polienos 
extensamente lineares de C 40 , como licopeno e p-caroteno, 



são componentes de todas as plantas verdes e muitas bacté- 
rias fotossintéticas e são, portanto, os pigmentos acessórios 
mais comuns. Eles são responsáveis em grande parte pelas 
belas cores de outono das árvores decíduas, assim como pela 
cor de laranja das cenouras (de onde advém seu nome). 



(Ross M. Horowitz/The Image Bank/Ge tty Images) 


A proteína coletora de luz, CCL-2, das plantas verdes 
compreende —30% das proteínas das membranas dos cloro- 
plastos, o que a torna a proteína de membrana mais abun- 
dante na natureza. Cada subunidade desta proteína trimérica 
altamente conservada, com 323 resíduos, liga oito Chi a, seis 
Chi b e quatro carotenoides (Fig. 24.10), contabilizando, por- 
tanto, cerca de metade da clorofila da biosfera. As orienta- 
ções das 42 clorofilas em cada trímero de CCL-2 fazem com 
que elas explorem regularmente quase todas as direções no 
espaço, maximizando a eficiência de coleta de luz. 

Os carotenoides exercem uma função adicional além 
daquela de antenas de captação de luz: por meio de intera- 
ções eletrônicas, eles impedem que moléculas de clorofilas 
a eles associadas e excitadas pela luz transfiram essa excita- 
ção ao 0 2 , o que geraria espécies reativas de oxigênio (ERO; 
Seção 22.4Cg) altamente destrutivas. Isto é particularmen- 
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se que por completo pela passagem através de mais de 10 m 
de água. Em algas vermelhas e em cianobactérias, a Chi a é, 
portanto, substituída como pigmento da antena por uma sé- 
rie de tetrapirróis lineares, principalmente a ficoeritrobilina 
vermelha e a ficocianobilina azul: 
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Ficoeritrobilina e ficocianobilina ligados a peptídeo 

Os estados de excitação mais reduzidos dessas biliuas têm 
mais energia do que aqueles das clorofilas, facilitando, por- 
tanto, a transferência de energia para o CR. As bilinas são 
ligadas de forma covalente a ficobiliproteínas por meio de 
átomos de S de Cys, formando fkoeritrina e ficodanina (es- 
pectro na Fig. 24.5). Estas, por sua vez, estão organizadas em 
partículas de alta massa molecular, chamadas ficobilissomos, 
que são ligadas à face externa das membranas fotossintéticas, 
de forma a canalizar a energia de excitação aos CR por lon- 
gas distâncias, com eficiência de > 90%. 


FIGURA 24.19 Estrutura por raios X da proteína trimcrica 
CCL-H de doroplastos de ervilha. A proteína é desenhada na 
forma de fita (cinza) sendo vista (a) perpendicular à membrana 
tilacoide, a partir do estroma, ao longo de seu eixo de terceira 
ordem; e (b) paralela à membrana (faixa cinza), com o estroma 
acima. Os carotenoides e clorofilas a ela ligados são desenhados 
na forma de bastão, com Chi a em ciano, Chi b em verde, carote- 
noides em cor de laranja e lipídeos em magenta. Os íons Mg 2 es- 
tão representados por esferas cor-de-rosa-claro. Cada subunida- 
de tem três hélices transmembrana orientadas com o N-terminal 
na superfície do estroma. Observe a densidade anormalmente 
grande de cofatores: Aproximadamente 40% dos átomos não 
hidrogénios desta proteína compreendem suas clorofilas e caro- 
tenoides. (Cortesia de Wemer Kühlbrandt, Max Planck Institute 
of Biophysics, Frankfurt, Alemanha, PDBid 2BHW.) 

te importante sob luz solar plena, quando a taxa com a qual 
a energia da luz é absorvida excede a taxa com a qual ela 
pode ser usada na fotossíntese. Assim, o excesso de energia 
é dissipado como calor por meio de conversão interna pelos 
carotenoides, portanto minimizando o dano irreversível ao 
sistema fotossmtético que, de outra forma, ocorreria. Na ver- 
dade, a acidificação do lúmen do tilacoide resultante da alta 
atividade fotossintética (ver a seguir) induz uma mudança 
conformacional na CCL-2. Isto a converte em um estado dis- 
sipativo, por gerar uma torção em um de seus carotenoides, 
assim mudando suas propriedades eletrônicas. 

Os organismos fotossintéticos aquáticos, que são respon- 
sáveis por quase metade da fotossíntese na Terra, contêm, 
adicionalmente, outros tipos de pigmentos acessórios. Isso se 
deve ao fato de que a luz fora da faixa de comprimento de 
onda entre 450 e 550 nm (luz azul e verde) é absorvida qua- 


B. O transporte de elétrons em bactérias fotossintéticas 
púrpuras 

A fotossíntese é um processo no qual elétrons de moléculas ex- 
citadas de clorofila passam por uma série de aceptores, que con- 
vertem energia eletrônica em energia química. Assim, surgem 
duas questões: (1) qual o mecanismo de transdução de ener- 
gia; e (2) de que forma moléculas foto-oxidadas de clorofila 
recuperam seus elétrons perdidos? Será visto que as bactérias 
fotossintéticas resolveram esses problemas de forma um tanto 
diferente das cianobactérias e das plantas. Inicia-se discutindo 
esses mecanismos em bactérias fotossintéticas, nas quais eles 
são mais simples, e melhor compreendidos. O transporte de 
elétrons em cianobactérias e plantas é assunto da Seção 24.2C. 

a. O centro de reação fotossintética é uma proteína 
transmembrana contendo uma variedade de cromóforos 
A primeira indicação de que a clorofila sofre foto-oxidação 
direta durante a fotossíntese foi obtida por Louis Duysens 
em 1952. Ele observou que a iluminação de preparados de 
membrana da bactéria fotossintética púrpura Rs. rubrum 
causava uma leve (—2%) descoloração de suas absorbâncias 
a 870 nm, as quais retornavam a seus níveis originais no es- 
curo. Duysens sugeriu que esta descoloração fosse causada 
pela foto-oxidação de um complexo de bacterioclorofilas que 
ele denominou de P870 (P de pigmento e 870 nm para a posi- 
ção da principal banda de absorção de comprimento de onda 
longo da BChl a\ as bactérias fotossintéticas tendem a habi- 
tar lagos parados e turvos, de forma que elas requerem um 
tipo de clorofila que absorva infravermelho). A capacidade 
de detectar a presença do P870 levou, por fim, à purificação 
do CR ao qual ele está ligado. 
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As partículas de CR de diversas espécies de bactérias 
fotossintéticas púrpuras (PbCR) têm composições similares. 
Aquela da Rps. viridis consiste em três subunidades hidrofó- 
bicas: H (258 resíduos), L (273 resíduos) e M (323 resíduos). 
As subunidades L e M dessa proteína transmembrana ligam, 
de maneira coletiva, quatro moléculas de BChl b (cujo máxi- 
mo de absorção de luz é a 960 nm), duas moléculas de bacte- 
riofeofitina b (BPheo 6; BChl b na qual o Mg 2 ’ é substituído 
por dois prótons), um íon Fe (II) não heme/não Fe-S, uma 
molécula da coenzima redox ubiquinona (Fig. 22.17b) e uma 
molécula relacionada à esta, a menaquinona 




Menaquinona 

(a vitamina K 2 , uma substância necessária para uma apro- 
priada coagulação sanguínea; Seção 35.1Ba). Em muitas 
PbCR, no entanto, BChl b, BPheo b e menaquinona são 
substituídos por BChl a, BPheo a e uma segunda ubiquinona, 
respectivamente. 

O CR de Rps. viridis, cuja estrutura por raios X foi de- 
terminada por Johann Deisenhofer, Robert Huber e Harmut 
Michel, em 1984, foi a primeira proteína transmembrana a 
ser descrita em detalhe anatômico (Fig. 12.26). A porção 
transmembrana da proteína consiste em 11 hélices a, que for- 
mam um cilindro achatado de 45 A de comprimento, com a 
esperada superfície hidrofóbica. Um citocromo tipo c con- 
tendo quatro hemes, que é constituinte integral do complexo 
PbCR em apenas algumas bactérias fotossintéticas, Üga-se ao 
PbCR no lado externo da membrana plasmãtica. Na verda- 
de, o PbCR de outra espécie de bactéria, Rhodobacter (Rb.) 
sphaeroides, cuja estrutura por raios X (Fig. 24.11) foi inde- 
pendentemente determinada por Marianne Schiffer e por 
Douglas Rees e George Feher, é quase idêntico àquele de 
Rps. viridis, mas é desprovido do citocromo. 

b. Duas moléculas de BChl formam um “par especial” 

O aspecto mais surpreendente do PbCR é que seus grupos 
prostéticos cromóforos estão arranjados com uma simetria 
de ordem 2 quase perfeita (Fig. 24.12a). Essa simetria sur- 
ge porque as subunidades L e M, com as quais esses grupos 
prostéticos estão exclusivamente associados, têm sequências 
homólogas e dobras similares. Duas das moléculas de BChl 
b no PbCR de Rps. viridis, chamado par especial, estão in- 
timamente associadas; elas são quase paralelas e têm uma 
distância Mg — Mg de ~7 Á. O par especial ocupa uma re- 
gião predominantemente hidrofóbica da proteína e cada um 
de seus íons Mg 2 " tem uma cadeia lateral de His como um 
quinto ligante. Cada membro do par especial está em contato 
com outra molécula de BChl b ligada à His, a qual, por sua 
vez, está associada a uma molécula de BPheo b. A menaqui- 
nona está em ligação íntima com a BPheo b da subunidade L 
(Fig. 24.12a, direita ), enquanto a ubiquinona, que está fraca- 
mente atrelada à proteína, se associa à BPheo b da subunida- 
de M (Fig. 24.12a, esquerda). Esses vários cromóforos estão 


FIGURA 24.1,1 Um diagrama de fita do centro de reação (CR) 
fotossintética de Rb. sphaeroides. (a) As subunidades H, M e 
L, conforme visualizadas de dentro do plano da membrana plas- 
mática, estando o citoplasma abaixo, estão em magenta, ciano 
e cor de laranja, respectivamente. Os grupos prostéticos estão 
desenhados na forma de bastão, com C em verde, N em ciano e O 
em vermelho. O átomo Fe (II) está representado por uma esfera 
amarela. As 11 hélices quase verticais que formam a porção cen- 
tral da proteína constituem sua região transmembrana. Compare 
essa estrutura com aquela do CR de Rps. viridis (Fig. 12.26), 
cujas subunidades H, M e L são 39, 50 e 59% idênticas àquelas de 
Rb. sphaeroides. Observe que a proteína de Rb. sphaeroides não 
possui o citocromo tipo c de quatro hemes ( verde na Fig. 12.26) 
na sua superfície periplasmática e que o grupo prostético de Q v , 
cujo anel de quinona está à direita do Fe(II), é ubiquinona em 
Rb. sphaeroides, mas menaquinona em Rps. Viridis. (b) Vista a 
partir do lado extracelular da membrana. Observe como as por- 
ções transmembrana da subunidade M e L estão relacionadas por 
um eixo de pseudo-ordem dois que passa através do íon Fe(II) e 
que os grupos prostéticos estão “prensados” entre estas duas su- 
bunidades. (Com base em uma estrutura por raios X de Marianne 
Schiffer, Argonne National Laboratory, EUA, PDBid 2RCR). 
rjfb Ver Exercício interativo 21 e Exercício de cineimagem 8.2 
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intimamente associados a uma série de anéis aromáticos de 
proteínas e, acredita-se, portanto, que os mesmos também 
participem do processo de transferência de elétrons descrito 
abaixo. O Fe(II) está posicionado entre os anéis de menaqui- 
nona e ubiquinona e está ligado (atrelado) de maneira octa- 
édrica por quatro cadeias laterais de His e pelos dois átomos 


FIGUR A 24.12 Sequência de excitações no CR bacteriano 
de Rps. viridis. Os cromóforos do CR são mostrados no mes- 
mo ângulo que da Fig. 12.26o, a qual se assemelha àquela da 
Fig. 24.11o. Note que seus anéis, mas não suas cadeias laterais 
alifáticas, estão arranjados de forma aproximada a uma sime- 
tria de ordem 2. (o) No ponto zero, um fóton é absorvido por 
um “par especial” de moléculas de BChl b, portanto elevando- 
-as coletivamente a um estado excitado (em cada etapa afsj 
moléculafs] excitadafs] é [são] mostrada[s] em vermelho). ( b ) 
Dentro de 3 ps, um elétron excitado passou para a BPheo b 
da subunidade L (braço direito do sistema) sem ficar intima- 
mente associado à BChl b acessória. O par especial fica, então, 
com uma carga positiva, (c) Cerca de 200 ps mais tarde, o elé- 
tron excitado foi transferido para a menaquinona (Q A , que é 
ubiquinona em Rb. sphaeroides). ( d ) Dentro dos próximos 100 
ps, o par especial foi reduzido (via uma cadeia de transporte 
de elétrons discutida no texto), eliminando assim sua carga 
positiva, enquanto o elétron excitado migra para a ubiquinona 
(Q B ). Depois que um segundo elétron é transferido para Q B , 
esta capta dois prótons da solução e os transfere ao conjunto 
de ubiquinonas ligado à membrana. 
éíl Ver Exercício de cineimagem 8.2 


de oxigênio do grupo carboxil de uma cadeia lateral de Glu. 
Curiosamente, os dois grupos simétricos de cromóforos não 
são funcionalmente equivalentes; os elétrons, como será vis- 
to, são quase exclusivamente transferidos através da subuni- 
dade L (os lados direitos das Figs. 24.11 e 24.12). Esse efeito 
é geralmente atribuído a diferenças estruturais e eletrônicas 
sutis entre as subunidades L e M. 

c. Os estados eletrônicos das moléculas que sofrem reações 
rápidas podem ser monitorados por RPE e por técnicas de 
espectroscopia a laser 

Como visto, o tempo de renovação de um ciclo de reação 
fotossintética é de apenas poucos milissegundos. Portanto, 
sua sequência de reações só pode ser traçada por medidas 
que possam acompanhar mudanças eletrônicas extremamen- 
te rápidas nas moléculas. Duas técnicas são bem apropriadas 
para essa tarefa: 

1. Espectroscopia por ressonância paramagnética de elé- 
trons (RPE) (também chamada de espectroscopia de res- 
sonância de spin de elétrons [RSE]), a qual detecta os spins 
de elétrons não pareados de forma análoga à detecção de 
spins nucleares em espectroscopia por RM. Uma espécie 
molecular com elétrons não pareados, como um radical or- 
gânico ou um íon de metal de transição, tem um espectro 
de RPE característico, porque seus elétrons não pareados 
interagem com os campos magnéticos gerados pelo núcleo 
e por outros elétrons da molécula. Espécies paramagnéticas 
com vida tão curta quanto 10 ps podem exibir espectros de 
RPE exatos. 

2. Espectroscopia ótica usando lasers pulsados. Pulsos de 
lasers tão curtos quanto 20 attosegundos (as; 1 as = 10~ 1S s) 
foram gerados. Monitorando o desbotamento (desapareci- 
mento) de certas bandas de absorção e a emergência de ou- 
tras, a espectroscopia a laser pode acompanhar o curso tem- 
poral de um processo de reação rápida. 
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d. A absorção de fótons rapidamente foto-oxida o par especial 

A sequência de eventos fotoquímicos mediados pelo centro 
de reação fotossintética está diagramada na Fig. 24.12: 

(a) O evento fotoquímico primário da fotossíntese bacteria- 
na é a absorção de um fóton pelo par especial (P870 ou P960, 
dependendo se é formado por BChl a ou 6; aqui, para fins de 
raciocínio, considera-se ser o P960). Esse evento é quase ins- 
tantâneo; ele ocupa os ~-3 fs do tempo de oscilação de uma 
onda de luz. Medidas de RPE estabeleceram que o P960 é, 
na verdade, um par de moléculas de BChl b e indicaram que 
o elétron excitado desloca-se sobre ambas as moléculas. 

(b) P960*, o estado excitado do P960, tem uma existência 
efêmera. Espectroscopia a laser demonstrou que dentro de 
3 ps após sua formação, P960* transferiu um elétron à BPheo 
b, à direita na Fig. 24.126, para gerar P960 BPheo b . Para 
formar esse par de radicais, o elétron transferido deve passar 
perto, mas parece não reduzir a BChl b de posição interme- 
diária (que é, portanto, denominada uma clorofila acessória), 
embora sua posição fortemente sugira que ela tenha um pa- 
pel importante na condução de elétrons. 

(c) Cerca de 200 ps mais tarde, o elétron migrou adiante 
para a menaquinona (ou, em muitas espécies, para a segunda 
ubiquinona), designada 0 A , para formar o radical semiqui- 
nona aniônico QX- Todas essas transferências eletrônicas, 
conforme diagramado na Fig. 24.13, servem para baixar pro- 
gressivamente os estados energéticos, o que torna esse pro- 
cesso irreversível. 

A rápida remoção do elétron excitado da vizinhança do 
P960 H é uma característica essencial do PbCR; ela impede 
reações de retorno, que devolveriam o elétron ao P960 r , o 
que propiciaria o tempo necessário para a conversão interna 
dispendiosa da energia de excitação em calor. De fato, essa 
sequência de transferências eletrônicas é tão eficiente que seu 
rendimento quântico global ( razão entre moléculas que reagi- 
ram e fótons absorvidos) é praticamente 100%. Nenhum arte- 
fato feito pelo homem aproximou-se deste nível de eficiência. 

e. Os elétrons são devolvidos ao par especial foto-oxídado 
através de uma cadeia de transporte de elétrons 

O restante do processo de transporte fotossintético de elé- 
trons ocorre em uma escala de tempo bem mais lenta. 
Dentro de cerca de 100 |jls após sua formação, a Q A , que ocu- 
pa um nicho hidrofóbico na proteína, transfere seu elétron 
excitado para a ubiquinona, Q B , mais exposta ao solvente, 
para formar Qê (Fig. 24.l2d). O Fe(II) não heme não é redu- 
zido nesse processo e, na verdade, sua remoção afeta apenas 
levemente a taxa de transferência de elétrons, de forma que 
o Fe (II) provavelmente atua na sintonia fina do caráter ele- 
trônico do PbCR. A Q a nunca se torna completamente re- 
duzida; ela oscila entre sua forma oxidada e de semiquinona. 
Além disso, o tempo de vida da Q ( é tão curto que ela nun- 
ca fica protonada. Em contraste, uma vez que o PbCR fica 
novamente excitado, ele transfere um segundo elétron a Q B , 
para formar Q B ~ completamente reduzida. Este quinol aniô- 
nico capta dois prótons da solução no lado citoplasmático da 
membrana plasmática para formar Q B H 2 . Assim, o Q B é um 
transdutor molecular que converte duas excitações, pela luz, 
de um elétron em uma redução química com dois elétrons. 


Os elétrons captados por Q B H 2 serão devolvidos ao 
P960 por uma complexa cadeia de transporte de elétrons 
(Fig. 24.13). Os detalhes desse processo dependem mais da 
espécie do que o anterior, e não são bem-compreendidos. Os 
carregadores redox disponíveis incluem um conj unto de mo- 
léculas de ubiquinona presas à membrana, citocromo bc 1 e 
cito cromo c v O citocromo bc l é um complexo proteico trans- 
membrana composto de uma subunidade contendo o agrupa- 
mento (2Fe-2S); um citocromo c x contendo um heme c; um 
citocromo b que contém dois hemes b funcionalmente equi- 
valentes, b A e b B (A e B para alto e baixo potencial); e, em 
algumas espécies, uma quarta subunidade. Note que o cito- 
cromo bc x é muito semelhante ao Complexo III transladador 
de prótons da mitocôndria (Seção 22.2C3a) , que também é 
chamado de citocromo bc v A rota de transporte de elétrons 
começa na Q B H 2 no lado citoplasmático da membrana plas- 
mática, através do conjunto de ubiquinona, com o qual Q B H 2 
efetua trocas, até o citocromo bc l e, então, ao citocromo c 2 
no lado externo (periplasmático) da membrana plasmática. 
O citocromo c 2 reduzido, que, conforme seu nome sugere, 
assemelha-se fortemente ao citocromo c mitocondrial, difun- 
de-se ao longo da superfície externa da membrana até reagir 
com o PbCR, que se estende ao longo de toda a membrana, 
para transferir um elétron ao P960 (as estruturas de diver- 
sos citocromos tipo c, incluindo aquela do citocromo c 2 de Rs. 
rubrum, estão diagramadas na Fig. 9.41). Em Rps. viridis, o 
citocromo tipo c, de 4 hemes, que está ligado ao complexo do 
PbCR no lado externo da membrana plasmática (Fig. 12.26) 
está posicionado entre o citocromo c 2 e o P96CT . Observe que 
um desses hemes do citocromo tipo c está posicionado de 
forma a reduzir o par especial foto-oxidado. O PbCR estará, 
então, preparado para absorver outro fóton. 

f. O transporte fotossintético de elétrons impulsiona a 
formação do gradiente de prótons 
Uma vez que o transporte de elétrons no CRPb é um pro- 
cesso cíclico (Fig. 24.13), ele não resulta em oxidação-redução 
líquida. Ao contrário, ele funciona para transladar os prótons 
citoplasmáticos adquiridos por Q B H 2 através da membrana 
plasmática, tornando, portanto, a célula alcalina em relação 
ao seu ambiente. O mecanismo desse processo é essencial- 
mente idêntico àquele do transporte de prótons no Complexo 
III mitocondrial (Seção 22.3Be); ou seja, além do translado 
dos dois H resultantes da redução por dois elétrons de Q B a 
QH 2 , um ciclo Q, mediado pelo citocromo bc x , translada dois 
H + , em um total de quatro FF transladados para cada dois 
fótons absorvidos (Fig. 24.13a; ver também Fig. 22.31). A sín- 
tese de ATP, um processo conhecido como fo tofosforilação, 
é impulsionada pela dissipação do gradiente de pH resultante 
de uma forma que muito se assemelha à síntese de A TP na 
fosforilação oxidativa ( Seção 22.3C). O mecanismo de foto- 
fosforilação será discutido com mais detalhes na Seção 24.2D. 

As bactérias fotossintéticas utilizam o ATP gerado pela 
fotofosforilação para impulsionar seus diversos processos 
endergônicos. No entanto, ao contrário das cianobactérias e 
das plantas, que geram os equivalentes redutores necessários 
pela oxidação da água desencadeada pela luz, as bactérias 
fotossintéticas precisam obter seus equivalentes redutores 
do ambiente. Várias substâncias, como H 2 S, S, S 2 03 ~, H 2 e 
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FIGURA, 24.13 Sistema de transporte fotossintético de elé- 
trons em bactérias fotossintéticas púrpuras, (a) Diagrama es- 
quemático indicando o arranjo dos componentes do sistema na 
membrana plasmática bacteriana e os fluxos de elétrons (setas 
pretas) e prótons (setas azuis ) que a absorção de fótons (hv) 
promove através deles. O sistema contém dois complexos pro- 
teicos, o CR e o citocromo bc r Dois elétrons liberados do par ,^ 0I _q 2 - hv q a 

especial, aqui P870 (como em Rb. sphaeroides), pela absorção ’ S \ 

consecutiva de dois fótons são tomados pela ubiquinona (Q B ), 
junto com dois prótons do citoplasma, para produzir ubiquinol 
(QH 2 ). o qh ; é liberado do CR e difunde-se (setas pontilhadas ) 
através da membrana até o citocromo bc v que, por uma reação 

com dois elétrons, o oxida a ubiquinona, com a concomitante P960 

liberação de seus dois prótons para o meio externo. Um dos dois 
elétrons é passado, através do grupo (2Fe-2S) e do citocromo 
c l} para o citocromo c 2 , uma proteína periférica de membrana, que então se difunde pela superfície externa da membrana de forma 
a devolver o elétron ao P870 do CR. O segundo elétron do QH Z passa, através de um ciclo Q, e dos hemes b B eb A do citocromo bc l 
e, então, contribui para a redução de uma molécula de ubiquinona (Q), com a concomitante absorção de dois outros prótons cito- 
plasmáticos (duas rodadas de um ciclo Q são necessárias para a redução de uma molécula de O a QH 2 ; Fig. 22.31). O QH 2 resultante 
difunde de volta ao citocromo èc r Lá, ele é novamente oxidado, com a liberação de seus dois prótons para o exterior e o retomo de 
um de seus dois elétrons, via citocromo c 2 , ao P870, completando o circuito elétrico. Observe que em cada volta de um ciclo Q, meta- 
de dos elétrons liberados pela oxidação de QH 2 a O são utilizados para reduzir Q a QH 2 , de forma que, após um grande número de 
voltas, um elétron que entra no ciclo Q passa através dele, em média, duas vezes antes de ser devolvido ao P870. Assim, o resultado 
líquido da absorção de dois fótons pelo CR é o translado de quatro H ; do citoplasma para o meio externo, (b) Os potenciais de 
redução-padrão aproximados das várias transferências de elétrons através do sistema de transporte de elétrons fotossintético. O pro- 
cesso global é essencialmente irreversível porque os elétrons são transferidos para estados de energia progressivamente mais baixa 
(potenciais de redução-padrão mais positivos). 


muitos compostos orgânicos, desempenham essa função, de- 
pendendo da espécie de bactéria. 

Bactérias fotossintéticas modernas parecem se asse- 
melhar aos organismos fotossintéticos originais. Esses, de 
forma presumível, surgiram muito cedo na história da vida 
celular, quando fontes de compostos de “alta energia” su- 
pridos pelo ambiente estavam escasseando, mas agentes 
redutores eram ainda abundantes (Seção 1.5Cb). Durante 
essa era, as bactérias fotossintéticas eram, sem dúvida, as 
formas dominantes de vida. No entanto, esse sucesso pode 
ter causado a exaustão dos recursos redutores disponíveis. 
Os ancestrais das cianobactérias modernas adaptaram-se a 
esta situação desenvolvendo um sistema fotossintético com 


força eletromotiva suficiente para extrair elétrons da H 2 0. 
O acúmulo gradual do produto residual tóxico, 0 2 , forçou 
as bactérias fotossintéticas, que não podem fotossintetizar 
na presença de 0 2 (embora algumas tenham desenvolvido 
a capacidade de respirar), a adaptarem-se aos nichos eco- 
lógicos restritos aos quais elas estão atualmente confinadas 
(Seção l.lAb). 

C. 0 transporte de elétrons com dois centros 

jfo Ver Exploração guiada 22; Fotossínteses com dois centros (es- 
quema z). Panorama geral As plantas e as cianobactérias usam 
o poder redutor gerado pela oxidação da H 2 0 desencadeada 
pela luz para produzir NADPH. As meias-reações compo- 
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nentes desse processo, juntamente com seus potências de 
redução-padrão são 

0 2 + 4e~ + 4H + 2H 2 0 = +0,8 15V 

e 

NADP + + H + + 2e“ NADPH % ot = -0,320 V 

Portanto, a reação global de quatro elétrons e seu potencial 
redox padrão é: 

2NADP + + 2H 2 0 2NADPH + 0 2 + 2H + 

= -1,135V 

Esta última quantidade corresponde (Equação [16.5]) a uma 
mudança na energia livre padrão de ÀG°' = 438 kJ • mol" 1 2 , 
a qual é indicada pela Equação [24.1] como a energia de um 
einstein de fótons de 223 nm (luz UV). Obviamente, mesmo 
que a fotossíntese fosse 100% eficiente, o que ela não é, ela iria 
requerer mais do que um fóton de luz visível para gerar uma 
molécula de O ? De fato, medidas experimentais indicam que 
as algas requerem no mínimo de 8 a 10 fótons de luz visível 
para produzir uma molécula de 0 2 . Nas próximas subseções, 
será discutido como as plantas e as cianobactérias manejam 
esse processo multifóton. 

a. Produção fotossintética de 0 2 requer dois fotossistemas 
sequenciais 

Duas observações iniciais levaram à elucidação do mecanis- 
mo básico da fotossíntese em plantas: 

1. O rendimento quântico para a liberação de 0 2 por 
Chlorella pyrenoidosa varia pouco com o comprimento de 
onda da luz de irradiação entre 400 e 675 nm, mas decresce 
abruptamente acima de 680 nm (Fig. 24.14, curva inferior). 
Esse fenômeno, a “queda no vermelho”, foi inesperado, por- 
que a Chi a absorve essa luz vermelho-distante (Fig. 24.5). 

2. A luz de comprimento de onda menor, como a luz verde- 
-amarelada, aumenta a eficiência fotossintética da luz de 700 
nm em excesso ao conteúdo energético da luz de menor com- 
primento de onda; ou seja, a taxa de liberação de 0 2 pelas 
duas luzes é maior do que a soma das taxas para cada luz 
atuando separadamente (Fig. 24.14, curva superior). Além do 
mais, essa intensificação ainda ocorre se a luz verde- amarela 
é desligada vários segundos antes da luz vermelha ser ligada 
e vice-versa. 

Essas observações claramente indicam que dois pro- 
cessos estão envolvidos. Eles são explicados por um mode- 
lo mecanístico, o esquema Z, que postula que a fotossíntese 
produtora de 0 2 ocorre por meio das ações de dois CRfotos- 
sinté ticos, que estão essencialmente conectados em série (Fig. 
24.15). 

1. Fotossistema I (FSI) gera um redutor forte, capaz de re- 
duzir NADP + , e, de forma concomitante, um oxidante fraco. 

2. Fotossistema II (FSII) gera um oxidante forte, capaz de 
oxidar a água, e, de maneira concomitante, um redutor fraco. 



Comprimento de onda (nm) 

FIGURA 24.14 Rendimento quântico para a produção de C> 2 
pela alga Chlorella como função do comprimento de onda de 
luz incidente. O experimento foi conduzido na ausência (curva 
inferior) e na presença ( curva superior) de luz verde- amarelada 
suplementar. A curva superior foi corrigida para a quantidade 
de produção de 0 2 estimulada pela luz suplementar isoladamen- 
te. Note que a curva inferior cai abruptamente acima de 680 nm 
(a queda no vermelho). No entanto, a luz suplementar aumenta 
muito o rendimento quântico na faixa de comprimento de onda 
acima de 680 nm (vermelho -distante), na qual as algas absorvem 
luz. (Com base em Emerson, R., Chalmers, R., e Cederstrand, 

C., Proc. Natl. Acad. Sei. 49, 137 [1957].) 

O redutor fraco reduz o oxidante fraco, de forma que o 
FSI e o FSII formam um “ energizador” de elétrons em dois 
estágios. Ambos os fotossistemas devem, portanto, funcionar 
para que a fotossíntese (transferência de elétrons da H 2 0 para 
o NADP\ formando 0 2 e NADPH) ocorra. 

A queda no vermelho é explicada em termos do esque- 
ma Z pela observação de que o FSII é apenas pobremente 
ativado por luz de 680 nm. Na presença apenas dessa luz ver- 
melho-distante, o FSI é ativado, mas é incapaz de obter mais 
do que apenas um pouco dos elétrons que é capaz de energi- 
zar. A luz verde -amarelada, no entanto, estimula de manei- 
ra eficiente o FSII a suprir estes elétrons. A observação de 
que as luzes vermelho-distante e verde-amarelada podem ser 
alternadas indica que ambos os fotossistemas permanecem 
ativados por um tempo depois que a luz é desligada. 

A validade do esquema Z foi estabelecida como apre- 
sentado a seguir. O estado de oxidação do citocromo /, um 
citocromo tipo c da cadeia de transporte de elétrons que co- 
necta FSI e FSII (ver a seguir), pode ser monitorado de for- 
ma espectroscopica. A iluminação de algas com luz de 680 
nm (vermelho -distante) resulta na oxidação do citocromo / 
(Fig. 24.16). No entanto, a imposição adicional de luz de 562 
nm (verde-amarelada) resulta na re-redução parcial dessa 
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FIGURA 24.15 O esquema Z da fotossíntese em plantas e 
cianobactérias. Os dois fotossistemas, FSI e FSII, funcionam 
para direcionar os elétrons da H 2 0 ao NADPH. O potencial de 
redução aumenta ao longo desse trajeto, de forma que o fluxo 
de elétrons ocorre espontaneamente nessa direção. O herbicida 
DCMU (ver texto) bloqueia o transporte fotossintético de elé- 
trons do FSII ao citocromo f. 


proteína. Na presença do herbicida 3-(3,4-didorofenil)-l,l- 
-dimetilureia (DCMU), 


ci 



3-(3,4-Diclorofenil)-l,l-dimetilureia 

DCMU 

que elimina a produção fotossintética de oxigênio, a luz de 
680 nm ainda oxida o citocromo /, mas a luz simultânea de 
562 nm o oxida ainda mais. A explicação para esses efeitos é 
que a luz de 680 nm, que ativa de maneira eficiente apenas 
o FSI, faz este retirar elétrons do (oxide) citocromo/. A luz 
de 562 nm também ativa o FSII, que então transfere elétrons 
para (reduz) o citocromo /. O DCMU bloqueia o fluxo de 
elétrons do FSII ao citocromo / (Fig. 24.15), de forma que um 
aumento na intensidade da luz, sej a de que comprimento de 
onda for, só serve para ativar o FSI ainda mais. 

b. A fotossíntese produtora de 0 2 é mediada por três 
complexos de proteínas transmembrana ligados por 
carregadores móveis de elétrons 

Os componentes do esquema Z, que age como mediador do 
transporte de elétrons da H 2 0 ao NADPH, estão muito bem 
organizados em três partículas atreladas à membrana tilacoi- 
de (Fig. 24.17): ( 1 ) FSII, (2) o complexo de citocromos b 6 f, 
e (3) FSI. Da mesma forma que na fosforilação oxidativa, os 
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FIGURA 24.16 O estado de oxidação do citocromo / em algas 
de Porphyridium cruentum monitorado por um fraco feixe de 

luz de 420 nm (azul- violeta). Um aumento na luz transmitida 
sinaliza a oxidação do citocromo f. Na curva de cima, luz forte 
de 680 nm (vermelho-distante) causa a oxidação do citocromo 
/, mas a superposição de luz de 562 nm (verde-amarelada) 
causa sua re-redução parcial. Na curva inferior, a presença do 
herbicida DCMU, que inibe o transporte fotossintético de elé- 
trons, faz com a que a luz de 562 nm oxide ainda mais, em vez 
de reduzir o citocromo /. 



elétrons são transferidos entre esses complexos por meio de 
carregadores móveis de elétrons. O análogo da ubiquinona, 

a plastoquinona ( Q), por sua redução a plastoquinol (QH 2 ), 
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liga o FSII ao complexo de citocromos bj, o qual, por sua 
vez, interage com o FSI por meio da plastocianina (PC), uma 
proteína redox móvel que contém Cu. A seguir, é traçada a 
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FIGURA 24.17 Representação esquemática da membrana tilacoide, mostrando os componentes de sua cadeia transportadora de 
elétrons. O sistema consiste em três complexos de proteínas: o FSII, o complexo de citocromos b 6 f, e o FSI, os quais são eletrica- 
mente “conectados” pela difusão dos carregadores de elétrons plastoquinol (Q) e plastocianina (PC). O transporte de elétrons im- 
pulsionado pela luz ( setas pretas ) da H 2 0 a NADP 1 , formando NADPH, gera o transporte de prótons (setas vermelhas ) para den- 
tro de espaço do tilacoide (Fd é ferrodoxina). Prótons adicionais são removidos da água pelo complexo de liberação do oxigênio 
(CLO), produzindo 0 2 . O gradiente de prótons resultante impulsiona a síntese de ATP pela ATP-sintase transladadora de prótons 
CFjCF u (CF! e CF U são os análogos no cloroplasto [C] do F x e F u mitocondriais). A membrana também contém complexos coletores 
de luz cujos componentes, clorofilas e outros cromóforos, transferem suas excitações ao FSI e ao FSII. (Com base em Ort, D.R., 
and Good, N.E., Trends Biochem Sei. 13, 469 [1988].) 


rota dos elétrons através deste sistema cloroplástico, desde a 
I^O até o NADP + (Fig. 24.18). 

c. 0 FSII assemelha-se ao PbCR 

O FSII da bactéria termófila Thermosynechococcus elon- 
gatus consiste em 20 subunidades, 14 das quais ocupam a 
membrana fotossintética. Essas subunidades transmem- 
brana incluem as proteínas Dl (PsbA) e D2 (PsbD) do 
centro de reação, as subunidades contendo clorofilas, 
CP43 (PsbC) e CP47 (PsbB), da antena interna, e citocro- 
mo b 559 . A estrutura por raios X desse FSII (Fig. 24.19), 
independentemente determinada por James Barber e So 
Iwate e por Wolfram Saenger, revela que essa proteína 
com cerca de 340 kDa é um dímero simétrico, cuj as unida- 
des protoméricas contêm 35 hélices transmembrana. Cada 
protômero, que tem pseudossimetria de ordem 2, liga 36 
clorofilas a, 2 feofltinas a (Pheos a\ Clorofila a com seus 
dois Mg 2+ substituídos por dois prótons), um heme b, um 
heme c, 2 plastoquinonas, um Fe não heme, 12 carotenoi- 
des todo-trans que se pressupõe sejam (3-carotenos, um íon 
HCO 3 , um complexo Mn 4 Ca0 4 conhecido como centro de 
liberação de oxigênio (CCLO; alternativamente, o comple- 
xo de oxidação da água [COA]). Nas plantas superiores, 


o protômero do FSII contém cerca de 25 subunidades e 
forma um supercomplexo transmembrana de aproximada- 
mente 1.000 kDa com várias proteínas da antena. O arran- 
jo das 5 hélices transmembrana, tanto em Dl quanto em 
D2, assemelha-se àquele nas subunidades LeMdo PbCR 
(Fig. 24.11). De fato, esses dois grupos de subunidades têm 
sequências similares, indicando que eles surgiram de um 
ancestral comum. 

Os cofatores do CR do FSII (Fig. 24.20) estão organi- 
zados de forma similar àqueles do sistema bacteriano (Fig. 
24.12): eles têm essencialmente os mesmos componentes 
(com Chi a, Pheo a e plastoquinona substituindo BChl a, 
BPheo b e menaquinona, respectivamente) e estão organi- 
zados simetricamente ao longo do eixo de pseudossimetria 
de ordem 2 do complexo. Os dois anéis da Chi a marcados 
como P D1 e P D2 na Fig. 24.20 estão posicionados de forma 
análoga às BChl b do par especial do P960 e, então, presu- 
mivelmente, constituem o doador de elétrons primário do 
FSII, P680 (denominado com base no comprimento de onda 
no qual a absorbância decresce de forma máxima quando da 
foto -oxidação) O elétron ejetado do P680 segue um curso 
assimétrico similar àquele do PbCR, embora os dois siste- 
mas operem com diferentes faixas de potencial de redução 
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FIGURA 24.18 Diagrama detalhado do esquema Z da fotossíntese. Os elétrons ejetados do P680 pela absorção de fótons são 
substituídos por elétrons extraídos da H 2 0 por um complexo de Mn (CLO), formando, portanto, 0 2 e quatro H . Cada elétron 
ejetado passa por uma cadeia de carregadores de elétrons até um conjunto de moléculas de plastoquinona (Q). O plastoquinol re- 
sultante, por sua vez, reduz a partícula de dtocromo b b f (retângulo amarelo ), que transfere elétrons com o concomitante translado 
de prótons, via um ciclo Q, para o lúmen do tilacoide. O citocromo b b f transfere os elétrons, então, para a plastocianina (PC). A 
plastocianina regenera o P700 foto-oxidado. O elétron ejetado do P700 reduz, através da intermediação de uma cadeia de carre- 
gadores de elétrons (A 0 , A 15 F x , F A , F B e Fd), o NADP ! a NADPH, em um transporte de elétrons não cíclico. De forma alternati- 
va, o elétron pode ser devolvido ao complexo de citocromos b b f, em um processo cíclico que só translada prótons para o lúmen do 
tilacoide. 


(compare as Figs. 24.13 b e 24.18). Conforme indicado na 
parte central da Fig. 24.18, o elétron é transferido para uma 
molécula de Pheo a (Pheo D1 na Fig. 24.20), provavelmen- 
te via uma molécula de Chi a (Chl D1 ), e, então, para uma 
plastoquinona (Q A ) ligada. O elétron é subsequentemente 
transferido a uma segunda molécula de plastoquinona (Q B ), 
depois de receber um segundo elétron de forma similar, cap- 
ta dois prótons na superfície estromal (citosólica em ciano- 
bactérias) da membrana tilacoide. A plastoquinol resultan- 
te, Q b h 2 , troca, então, com um conjunto de moléculas de 
plastoquinona ligadas à membrana. O DCMU, assim como 
outros herbicidas comumente usados, compete com a plas- 
toquinona pelo sítio de ligação da Q B no FSII, o que explica 
como ele inibe a fotossíntese. 

Duas moléculas “extras” de Chi a, Chlz D1 e Chlz D2 , per- 
manecem na periferia do CR, onde, postula-se, funcionam na 
transferência da excitação dos sistemas de antena ao P680. 0 
citocromo b 559 , cuja função não é clara, quebra a pseudossi- 
metria do protômero do FSII, da mesma forma que o faz o 
agrupamento de Mn, cuja função será discutida agora. 


d. 0 0 2 é gerado em uma reação de quebra de água em cinco 
estágios mediada por um complexo de proteínas contendo 
Mn 

A oxidação pelo CLO de duas moléculas de H z O para for- 
mar uma molécula de 0 2 requer quatro elétrons. Uma vez 
que a transferência de um único elétron da H 2 0 a NADP + 
requer dois eventos fotoquímicos, isso contabiliza o mínimo 
observado de 8 a 10 fótons absorvidos por molécula de 0 2 
produzida. 

Os quatro elétrons necessários para se produzir uma mo- 
lécula de 0 2 precisam ser removidos por um único fotossiste- 
ma ou podem ser extraídos por vários fotossistemas diferen- 
tes? Pierre Joliet e Bessel Kok responderam a essa questão 
analisando a taxa com a qual cloroplastos adaptados ao escu- 
ro produziam 0 2 quando expostos a uma série de pulsos de 
luz curtos. O 0 2 foi liberado com um padrão oscilatório pecu- 
liar (Fig. 24.21). Não há praticamente nenhum 0 2 produzido 
pelos primeiros dois pulsos de luz. O terceiro pulso resulta 
no rendimento máximo de 0 2 . Daí em diante, a quantidade 
de 0 2 produzida atinge um pico a cada quarto pulso, até que 
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a oscilação é atenuada para um estado estacionário. A pe- 
riodicidade indica que cada CLO passa por cinco diferentes 
estados, S 0 a S 4 (Fig. 24.22). Cada uma das transições entre S Q 
e S 4 é uma reação redox impulsionada por fótons; aquela de 
S 4 para S 0 resulta na liberação de 0 2 , Assim, cada molécula 
de O 2 tem de ser produzida por um fotossistema único. A ob- 
servação de que a liberação de 0 2 atinge um pico no terceiro 
em vez de no quarto pulso indica que o estado de repouso do 


FIGURA 24.19 Estrutura por raios X do FSQ de T. e lon- 
ga tus. (a) O dímero do FSII é visualizado a partir do plano 
da membrana com o estroma acima. Suas subunidades trans- 
membrana incluem Dl (amarelo), D2 ( cor de laranja), CP47 
(vermelho), CP43 (verde) e citocromo b 559 ( magenta ). Outras 
subunidades transmembrana estão coloridas de azul-claro e dn- 
za-azulado. Suas proteínas extrínsecas de membrana são PsbO 
(azul-escuro), PsbU (roxo) e PsbV ( verde-claro ). Os vários cofa- 
tores estão desenhados na forma de bastão, com as clorofilas do 
centro de reação D1/D2 em verde-claro, as do complexo da an- 
tena em verde escuro, feofitinas em azul-escuro, hemes em ver- 
melho. |3-carotenos em cor de laranja, Q A e Q B em púrpura, e o 
Fe não heme representado por uma esfera vermelha. A posição 
inferida da membrana é indicada pela faixa azul-clara. ( b ) Vista 
de um protômero do FSII, perpendicular à membrana, a partir 
do lúmen do tilacoide, mostrando apenas as porções transmem- 
brana do complexo e colorido como na Parte a. Uma porção do 
outro protômero no dímero PSII é mostrada em cores suaviza- 
das com as linhas tracej adas indicando a região de interações 
monômero-monômero e a elipse preta indicando a posição do 
eixo de ordem 2. O eixo de pseudo-ordem 2 que é perpendicular 
à membrana e passa através do Fe não heme relaciona as hélices 
transmembrana do heterodímero D1/D2, CP43 e CP47, e Psbl 
e PsbX, conforme enfatizado pelas linhas pretas que circulam 
estas subunidades. (Cortesia de James Barber e So Iwata, Impe- 
rial College London, Reino Unido. PDBid 1S5I.) 

CLO é predominantemente o em vez do S 0 . As oscilações 
diminuem gradualmente porque uma pequena fração dos 
CR deixa de ser excitada ou fica duplamente excitada por um 
determinado pulso de luz, de forma que eles acabam por per- 
der a sincronia. As cinco etapas da reação liberam, uma por 
vez, um total de quatro prótons derivados da água para o es- 
paço interno do tilacoide (lúmen) (Fig. 24.22). Estes prótons 
contribuem para o gradiente transmembrana de prótons. 
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FIGURA 24.20 Arranjo dos cofatores do transporte de elétrons no FSQ de T. elongatus. O complexo é visualizado ao longo do 
plano da membrana, com o lúmen do tilacoide abaixo. Os cofatores estão coloridos como na Fig. 24.19, mas com o Mg em amare- 
lo, o N em ciano e o O em vermelho. As caudas fitol das clorofilas e feofitinas foram removidas por questões de clareza. A cadeia 
lateral de átomos de C da Tyr z (Dl Tyr 161) e Dl His 190 são amarelas e aquelas da Tyr D (D2 Tyr 160) e D2 His 189 são cor de 
laranja. O CLO está desenhado na forma de volume atômico, com Mn em púrpura, Ca z ! em ciano e O em vermelho. Os números 
indicam as distâncias centro a centro, em angstroms, entre os cofatores, representados pelas linhas finas pretas acompanhantes. 
Compare esta figura com a Fig. 24.12 (que está desenhada de cabeça-para-baixo em relação a esta figura). (Cortesia de James Bar- 
ber e So Iwata, Imperial College London, Reino Unido. PDBid 1S5I.) 


Uma vez que o CLO extrai elétrons da H 2 0, os seus qua- 
tro estados precisam ter potenciais de redução extremamen- 
te altos (lembre da Tabela 22.1 que a meia-reação 0 2 /H 2 0 
tem um potencial de redução padrão de 0,815 V). O FSII 
também precisa estabilizar os intermediários altamente rea- 
tivos por períodos prolongados (até mesmo por minutos) em 
grande proximidade com a água. 

O CLO, que está localizado na superfície de Dl volta- 
da para o lúmen (Fig. 24.20), é um complexo Mn 4 Ca0 4 ou 



FIGURA 24.21 O rendimento de 0 2 por pulso em doroplastos 
de espinafre adaptados ao escuro. Observe que o rendimento 
atinge um pico no terceiro pulso e então em cada quarto pulso 
deste ponto em diante, até que a curva estabiliza-se em seu 
valor médio. (Com base em Forbush, B., Kok, B., e McGloin, 
M.P., Photochem. Photobiol. 14, 309 [1971].) 


Mn 4 Ca0 5 onde os átomos de O ligam átomos vizinhos de 
Mn. A estrutura do CLO permanece indefinível devido às 
estruturas por raios X do FS II, que ainda estão pobremen- 
te esclarecidas, e à observação de que o CLO decompõe-se 
quando iluminado com raios X nas intensidades usadas para 


hv 



FIGURA 24.22 Mecanismo esquemático de geração de O z em 

doroplastos. Quatro elétrons são retirados, um de cada vez, de 
duas moléculas de H 2 0 ligadas, em reações impulsionadas pela 
luz (S u >S 4 ). Na etapa de recuperação (S 4 — > £„), que é inde- 
pendente da luz, 0 2 é liberado, e mais duas moléculas de H 2 0 
são ligadas. Três dessas cinco etapas liberam prótons no lúmen 
do tilacoide. 
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FIGURA 24.23 Um modelo do CLO. Este complexo 
Mn 4 CaO s é mostrado na forma de esferas e bastões, com íons 
Mn em roxo, o íon Ca" : em ciano e o O em vermelho. As li- 
gações entre os íons Mn e Ca estão desenhadas em cinza para 
indicar que a posição dos íons Ca está definida de forma relati- 
vamente pobre. De maneira presumível, várias cadeias laterais 
de proteína e moléculas de água atuam como ligantes dos íons 
Ca e Mn. Vários modelos relacionados são também compatí- 
veis com os dados estruturais. (Com base em um modelo de 
Vittal Yachandra, Lawrence Berkeley National Laboratory, 
Berkeley, Califórnia, EUA.) 

a determinação das estruturas. Entretanto, o uso de técnicas 
de espectroscopia por raios X de menor intensidade que são 
sensíveis aos comprimentos das ligações levou à formulação 
de vários modelos relacionados para o CLO, que são compa- 
tíveis com a estrutura por raios X do FSII. Um destes mode- 
los é mostrado na Fig.24.23. 

A reação de quebra da água é impulsionada pela excita- 
ção do FSII do CR. Uma variedade de evidências indica que 
os íons Mn nos vários estados S do CLO (Fig. 24.22) circu- 
lam através de combinações específicas de Mn(II), Mn(III), 
Mn(IV) e Mn(V) enquanto extraem prótons e elétrons de 
duas moléculas de H 2 Õ para produzir Õ 2 , que é liberado para 
o lúmen do tüacoide. No entanto, o mecanismo por meio do 
qual isto ocorre, ou seja, a natureza dos estados S, permane- 
ce desconhecida devido à carência de informação estrutural 
com relação a estes estados. 

O próximo elo na cadeia de transporte de elétrons do 
FSII é uma entidade originalmente chamada Z (Fig. 24.18), 
que transfere elétrons do CLO para o P680. A existência de 
Z é sinalizada por um espectro de RPE transitório de cloro - 
plastos iluminados que ocorre em paralelo às transições dos 
estados S. A mudança no espectro após o suprimento de tiro- 
sina marcada com deutério a cianobactérias indica que Z é 
um radical tirosil (TyrO; espectros de RPE refletem os spins 
nucleares dos átomos com os quais os elétrons não p area- 
dos interagem) . Ele foi identificado como Tyr, no FSII (Fig. 
24.20), devido à sua posição entre o agrupamento de Mn e a 
clorofila P D1 do P680. Lembre que um radical tirosil também 
foi associado à redução de 0 2 a 2 H 2 0 pela citocromo c oxi- 
dase (Complexo IV) na cadeia respiratória de transporte de 
elétrons (Seção 22.2C5c). 


e. O transporte de elétrons pelo complexo de citocromos b 6 f 
gera um gradiente de prótons 

Do conjunto de plastoquinonas, os elétrons passam pelo 
complexo de citocromos b 6 /. Esse agrupamento integral de 
membrana assemelha-se ao citocromo bc v , seu equivalen- 
te nas bactérias púrpuras. (Seção 24.2Be), assim como ao 
Complexo III da cadeia transportadora de elétrons mitocon- 
drial (também chamado de citocromo bc x \ Seção 22.2c3a). O 
fluxo de elétrons pelo complexo de citocromos b 6 f ocorre 
por meio de um ciclo Q (Fig. 23.31), no qual a plastoquinona 
é o carregador de (H + e~). Em decorrência disto, dois pró- 
tons são transladados através da membrana tilacoide para 
cada elétron transportado. Os quatro elétrons extraídos de 
2FL,0 pelo CLO levam, consequentemente, à transladação 
de oito H + do estroma para o lúmen do tilacoide. O transpor- 
te de elétrons pelo complexo de citocromos b 6 f gera a maior 
parte do gradiente eletroquímico de prótons que impulsiona 
a síntese de ATP nos cloroplastos. 

A estrutura por raios X do citocromo b 6 /'(Fig. 24.24) foi 
independentemente determinada por Janet Smith e William 
Cramer e por Juan-Luc Popot e Daniei Picot. O citocromo b 6 f 
é um dímero de protômeros de —109 kDa, cada um contendo 
quatro subunidades grandes (18-32 kDa) que possuem equi- 
valentes no citocromo bc{. o citocromo b 6 , um homólogo da 
metade N-terminal do citocromo b; a subunidade IV, um ho- 
mólogo da metade C-terminal do citocromo b; uma proteína 
ferro-enxofre de Rieske, que também está presente no cito- 
cromo òcpUm citocromo/ (fde feuille, folha em francês), um 
citocromo tipo c que é um análogo funcional do citocromo c l5 
embora os dois não sejam relacionados em estrutura ou se- 
quência. Na verdade, o citocromo fé uma proteína alongada 
com dois domínios, que é dominada por folhas j3 e que, portan- 
to, tem um dobramento completamente diferente comparada 
àqueles dos outros citocromos tipo c de estrutura conhecida. 
O único heme c do citocromo / está, no entanto, covalente- 
mente ligado ao domínio maior da proteína por meio de dois 
resíduos de Cys em uma sequência Cys-X-Y-Ci-His que é ca- 
racterística dos citocromo tipo c (Fig. 9.41) e cujo resíduo His 
forma um dos dois ligantes axiais do íon Fe. Intrigantemente, 
no entanto, o segundo ligante axial não é um átomo S de Met, 
como ocorre na maioria dos citocromos tipo c, mas sim o gru- 
po amino N-terminal da proteína, um grupo que não havia 
sido anteriormente observado como o de um ligante heme. 

Além disto, o citocromo ò 6 /tem quatro subunidades hi- 
drofóbicas pequenas que não possuem equivalentes no cito- 
cromo bCj. Cada protômero contém 13 hélices transmembra- 
na, quatro no citocromo b 6 , três na subunidade IV e uma em 
cada uma das outras subunidades. O citocromo b 6 f liga cofa- 
tores que são equivalentes àqueles no citocromo bc{. o heme 
/, um heme tipo c, ligado pelo citocromo /, um agrupamento 
[2Fe-2S], ligado pelo ISP; hemes b H e b L ; uma molécula de 
plastoquinona que ocupa ou o sítio (o sítio de ligação da 
quinona onde a quinona totalmente reduzida é regenerada 
durante o ciclo Q; Seção 22,3Be) ou o sítio Q 0 . Além disso, 
o citocromo b 6 / liga vários cofatores que não possuem equi- 
valentes no citocromo bc{. uma Chi a, um p-caroteno e, ines- 
peradamente, um heme novo chamado heme x (de maneira 
alternativa, heme cj, que está covalentemente ligado à pro- 
teína por uma única ligação tioéster à Cys 35 do citocromo 
b 6 , e cujo ligante axial é uma molécula de água (compare com 
os hemes a, b e c, Fig. 22.21). 
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FIGUR/ 24.24 Estrutura por raios X do complexo do dtocromo b ( f da danobactéria termoüQica Mastigocladus laminosus. Um 

diagrama do complexo dimérico está desenhado à esquerda, com citocromo b t em azul, subunidade IV em roxo, citocromo/em 
vermelho, a proteína ferro-enxofre (ISP) em amarelo e as outras subunidades em verde. A posição inferida da bicamada lipídica é 
indicada por uma faixa amarela. Compare esta figura com a Fig. 22.23 (que está de cabeça-para-baixo em relação a esta figura). As 
rotas de transferência de elétrons e prótons através do complexo e as distâncias em angstroms entre os centros redox são mostradas 
à direita. (Modificado a partir de um desenho de William A. Cramer e Janet Smith, Purdue University, EUA, PDBidlUM3.) 


f. A plastocianlna transporta elétrons do citocromo b G f ao FSI 
A transferência de elétrons entre o citocromo f, o carregador 
de elétrons terminal do complexo de citocromos bj ’ e o FSI 
é mediada pela plastocianina (PC), uma proteína periférica 
de membrana, monomérica, com 99 resíduos, que contém 
Cu, localizada na superfície junto ao lúmen do tilacoide (Fig. 
24.17). Assim, a PC é o análogo funcional do citocromo c, que 
transfere elétrons do Complexo III ao Complexo IV na ca- 
deia transportadora de elétrons mitocondrial (Seção 22.2C4). 

O centro redox da PC oscila entre seus estados de oxida- 
ção Cu(I) e Cu (II). A estrutura por raios X da PC das folhas 
de Populus, determinada por Hans Freeman, mostra que seu 
único átomo de Cu é coordenado com geometria tetraédri- 


FIGURA 24.25 Estrutura por raios X da plastodanina (PC) 
de folhas de Populus. Esta proteína monomérica com 99 resí- 
duos, membro da família das proteínas azuis cúpricas (como o 
domínio globular da Subunidade II do Complexo IV, que Üga 
o centro Cu A ; Seção 22.2C5a), dobra-se em um sanduíche p. 

Seu átomo de Cu ( esfera cor de laranja), que se alterna entre os 
estados de oxidação Cu(I) e Cu(II), está tetraedricamente co- 
ordenado pelas cadeias laterais de His 37, Cys 84, His 87 e Met 
92, que são mostradas na forma de bastões, com seus átomos de 
C, N e S em verde, azul e amarelo. Seis resíduos conservados 
de Asp e Glu ( vermelho ) formam uma região negativamente 
carregada na superfície da PC, que se supõe ligar-se eletrostati- 
camente a uma região positivamente carregada na superfície do 
citocromo / por 5 resíduos de Lys e Arg. (Com base na estrutu- 
ra por raios X de Mitchell Guss e Hans Freeman, University of 
Sidney, Austrália, PDBid 1PLC.) 


ca, distorcida por um resíduo de Cys, um de Met e dois de 
His (Fig. 24.25). Os complexos de Cu (II) com quatro ligantes 
normalmente adotam uma geometria de coordenação planar 
quadrada, enquanto aqueles de Cu (I) são geralmente tetra- 
édricos. Evidentemente, a tensão sobre PC da coordenação 
tetraédrica de Cu (II), imposta pela proteína, promove sua 
redução a Cu (I) . Esta hipótese contabiliza o alto potencial 
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de redução padrão (0,370 V) da PC comparada àquele da 
meia-reação normal de Cu (II)/Cu (I) (0,158 V). Esse é um 
exemplo de como as proteínas modulam os potenciais de re- 
dução dos seus centros redox, de forma a ajustá-los às suas 
funções - no caso da plastocianina, a de transferência eficien- 
te de elétrons do complexo de citocromos bj ao FSI. 

g. O FSI assemelha-se ao FSII e ao PbCR 
Os FSI das cianobactérias são trímeros de protômeros, cada 
um consistindo em pelo menos 11 subunidades proteicas di- 
ferentes que coordenam mais de 100 cofatores. A estrutura 
por raios X do FSI de T. elongatus (Fig. 24.26), determinada 
a uma resolução de 2,5 Á por Norbert Kraus, Saenger e Petra 
Fromme, revela que cada um de seus protômeros de 356 kDa 
contém nove subunidades transmembrana (PsaA, PsbB, 
PsaF, Psal-M e PsaX) e três subunidades estromais (citoplas- 
mãticas) (PsaC-E), que ligam coletivamente 127 cofatores, 
que compreendem 30% da massa do FSI. Os cofatores que 
formam o CR do FSI estão todos ligados pelas subunidades 
homólogas PsaA (755 resíduos) e PsaB (740 resíduos), cujas 
11 hélices transmembrana estão, cada uma delas, arranjadas 
de uma forma que se assemelha àquelas nas subunidades L 
e M do PbCR (Fig. 24.11) e às subunidades Dl e D2 do FSII 
(Fig. 24.19) , assim sustentando a hipótese de que todos os CR 



surgiram de um ancestral comum. PsaA e PsaB, juntamente 
com outras subunidades transmembrana, também ligam cofa- 
tores da porção central do sistema de antenas (ver a seguir). 

A Figura 24.27 indica que o CR do FSI consiste em seis 
moléculas de clorofila e duas moléculas de filoquinona (vi- 
tamina Kj; note que ela tem a mesma cadeia lateral fitol das 
clorofilas; Fig. 24.3), 


o 



o CH 

C — CHo CH 3 

I I 

CH 2 — (CH 2 — CH 2 — CH— CH 2 ) 3 —H 

Filoquinona 

todas arranj adas em dois ramos pseudossimetricamente rela- 
cionados, seguidos de três agrupamentos de [4Fe-4S]. O do- 
ador de elétrons primário do sistema, P7ÜÜ, consiste em uma 
Chi a’ e uma Chi a (Al e Bl, respectivamente), cujos anéis são 


PsaC 



FIGURA 24.26 Estrutura por raios X do FSI de T. elongatus. (a) Vista do trímero perpendicular à membrana a partir do lado 
do estroma. As subunidades do estroma foram removidas para clareza. O eixo de simetria de ordem 3 do FSI está representado 
pelo pequeno triângulo preto (no centro). Diferentes elementos estruturais são mostrados para cada um dos três protômeros (I, 

II e III). I mostra o arranjo das hélices transmembrana ( cilindros ), que são coloridas diferentemente para cada subunidade. Essas 
hélices transmembrana, tanto de PsaA (azul) quanto de PsaB (vermelho), são denominadas pelas letras a a k de suas regiões N- 
-terminais às C- terminais. As seis hélices nas regiões de alça extramembrana estão desenhadas como espirais. II mostra as hélices 
transmembrana como cilindros, com as regiões de alça do lado do estroma e do lúmen desenhadas na forma de fita. III mostras as 
hélices transmembrana como cilindros, juntamente com todos os cofatores. As Chi a e as quinonas do CR, desenhadas na forma de 
bastões, estão em púrpura, o Fe e o S dos agrupamentos [4Fe-4S] estão desenhados como esferas laranjas e amarelas, as Chi a do 
sistema de antena (cujas cadeias laterais foram removidas para maior clareza) estão em amarelo, os carotenoides, em preto, e os li- 
pídeos ligados, em verde-claro, (b) Um protômero visto de forma paralela à membrana ao longo da seta na Parte a , com o estroma 
acima. As subunidades transmembrana estão coloridas como na Parte a, com as subunidades do lado estromal, PsaC, PsaD e PsaE 
em cor-de-rosa, ciano e verde-claro. A linha vertical e o triângulo marcam o eixo de simetria de ordem 3 do trímero. (Cortesia de 
Wolfram Saenger, Freie Universitãt, Berlin, Alemanha. PDBid 1JB0.) 
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FICaURA 24.27 Cofatores do CR do FSI e do PsaC. A estrutura 
é visualizada paralelamente ao plano da membrana, com o estro- 
ma acima. As moléculas de Chi a e filoquinona estão arranjadas 
em dois ramos, que estão relacionados pelo eixo de pseudossime- 
tria de ordem dois do FSI, que é vertical neste desenho. As Chi a 
estão marcadas com A ou B para indicar que seus íons de Mg z 1 
estão ligados pelas cadeias laterais de PsaA ou PsaB, respecti- 
vamente, e, do lado do lúmen para cima, com diferentes cores e 
números, de 1 a 3. As filoquinonas são denominadas Q K -A e Q x - 
B. O PsaC é mostrado na forma de fita, com aquelas porções que 
lembram segmentos em 2[4Fe-4S] de ferrodoxinas bacterianas 
em cor-de-rosa e com as inserções e extensões, em verde. Os três 
agrupamentos [4Fe-4S] estão representados na forma de esferas 
e bastões e marcados de acordo com suas identidades espectros- 
cópicas F x , F a e F B . As distâncias de centro a centro entre cofa- 
tores ( linhas pretas verticais) são fornecidas em angstroms. Com- 
pare esta figura com as Figs. 24.20 e 24.12. (Cortesia de Wolfram 
Saenger, Freie Universitãt, Berlin, Alemanha. PDBid 1JB0.) 

paralelos e cujos íons Mg 2 " estão separados por 6,3 Á. Assim, 
o P700 assemelha-se ao par especial no PbCR. Entretanto, 
estudos de RPE indicam que —80% dos elétrons não pare- 
ados associados com o P700 foto-oxidado residem na Chi a 
Bl, A Al é seguida no ramo esquerdo da Fig. 24.27 por mais 
dois outros anéis de Chi a, B2 e A3, e a Bl é seguida por A2 
e B3 no ramo direito. Uma ou ambas as moléculas de Chi a 
do terceiro par, A3 e B3, provavelmente formam o aceptor 
primário de elétrons A 0 identificado de forma espectroscópica 
(lado direito da Fig. 24.18). Os íons Mg z ’ de A3 e de B3 estão 
axialmente ligados pelo átomo de S de um resíduo de Met, 
em vez de por uma cadeia lateral de His (formando, portan- 
to, os únicos exemplos biológicos conhecidos de coordenação 
Mg 2+ — S). Todos os resíduos envolvidos na coordenação do 
Mg i+ e nas ligações de hidrogênio a estas segunda e terceira 
Chi a estão estritamente conservadas no FSI, desde as ciano- 
bactérias até as plantas superiores, sugerindo, portanto, que 
todas essas interações são importantes para o ajuste fino de 
seus potenciais redox. Os elétrons são passados de A3 e B3 
para as filoquinonas, Q K -A e Q K -B, que quase certamente 
correspondem ao aceptor de elétrons A 1 identificado de ma- 
neira espectroscópica. Investigações cinéticas baseadas na es- 
pectroscopia indicam que, em contraste com o caso do PbCR, 
os elétrons passam pelos dois ramos do CR do FSI, embora a 


diferentes velocidades: 35 X IO 6 s” 1 para o ramo que termina 
em Q k -B e 4,4 X IO 5 s 1 para aquele que termina em Q K -A. De 
fato, o CR do FSI está mais intimamente relacionado ao CR 
das bactérias verde-sulfurosas (uma segunda classe de bacté- 
rias fotossintéticas), o qual é um verdadeiro homodímero. 

Até este ponto, o CR do FSI assemelha-se àqueles do 
FSII e das bactérias fotossintéticas púrpuras. Entretanto, em 
vez das formas reduzidas de Q K -A e Q k -B se dissociarem do 
FSI, ambas quinonas passam seus elétrons fotoexcitados dire- 
tamente a uma cadeia de três agrupamentos [4Fe-4S] identifi- 
cados de forma espectroscópica, designados F x , F A e F B (lado 
direito da Fig. 24.18). O F x , que se localiza no eixo de pseudos- 
simetria de ordem 2 que relaciona PsaA e PsaB, é coordenado 
por dois resíduos de Cys de cada uma destas subunidades. F A 
e F b estão ligados à subunidade estromal PsaC, que se asse- 
melha estruturalmente às 2[4Fe-4S] ferrodoxinas bacterianas 
(p. ex., Fig. 22.16). Estudos de mutação nos resíduos de Cys de 
PsaC, que coordenam seus dois agrupamentos [4Fe-4S] , indi- 
cam que o agrupamento que fica mais próximo de F x é F A , e o 
agrupamento mais distante é F B (Fig. 24.27). A observação de 
que os dois ramos das rotas de transferência eletrônica do FSI 
são ativos, em contraste com apenas um ramo ativo em FSII 
e PbCR, é explicada pelo fato de que as duas quinonas nos 
finais de cada ramo são funcionalmente equivalentes em FSI, 
mas funcionalmente diferentes em FSII e PbCR. 

O sistema do núcleo da antena do FSI consiste em 90 mo- 
léculas de Chi a e 22 carotenoides (Fig. 24.26a). Os íons Mg 2 ' 
de 70 dessas moléculas de Chi a são axialmente ligados por 
resíduos de PsaA e PsaB (principalmente cadeias laterais de 
His ou moléculas de água ligadas a proteínas), enquanto as 
outras 11 são ligadas pelas subunidades menores PsaJ até M 
e PsaX. A distribuição espacial dessas Chi a de antena lembra 
aquela nas subunidades CP43 e CP47 do núcleo da antena do 
FSII. De fato, os domínios N-terminais de PsaA e PsaB são 
similares em sequência àqueles de CP43 e CP47 e dobram-se 
em estruturas similares, contendo seis hélices transmembrana 
cada. Os carotenoides, que são, na sua maioria, (3-carotenos, 
estão profundamente embebidos na membrana, onde estão 
em contato com os anéis de Chi a por forças de van der Waals. 
Isso permite uma eficiente transferência de energia dos ca- 
rotenoides fotoexcitados para a Chi a, assim como protege o 
FSI de danos foto-oxidativos. O FSI também liga fortemen- 
te quatro moléculas de lipídeos, de tal forma que seus grupos 
acil-graxos estão embebidos entre as hélices transmembrana 
do complexo. Isso sugere fortemente que esses lipídeos têm 
papéis estruturais e/ou funcionais específicos, em vez de serem 
apenas artefatos de preparação. De fato, o grupo polar de um 
deles, um fosfolipídeo, coordena o Mg 2r de uma Chi a de ante- 
na, uma interação sem precedentes. 

Os FSI das plantas superiores são monômeros em vez de 
trímeros como os das cianobactérias. No entanto, a estrutu- 
ra por raios X do FSI em ervilhas, determinada por Nathan 
Nelson, revela que as posições e orientações das clorofilas 
nos dois tipos de FSI são praticamente idênticas, uma des- 
coberta marcante considerando os > 1 bilhão de anos desde 
que os cloroplastos divergiram de seus ancestrais cianobac- 
terianos. Entretanto, o FSI de ervilha tem quatro proteínas 
de antena, não presentes no FSI de cianobactérias, que es- 
tão arranjadas em um cinto transmembrana em forma de lua 
crescente ao longo de um dos lados de seu CR que, coletiva- 
mente, ligam 56 moléculas de clorofila. 
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h. Os elétrons ativados no FSI podem reduzir NADP ou 
impulsionar a formação do gradiente de prótons 

Os elétrons ejetados de F B no FSI podem seguir uma de 
duas rotas alternativas (Fig. 24.18): 

1. A maioria dos elétrons segue uma rota não cíclica, pas- 
sando a uma ferrodoxina solúvel (Fd) isolada, com —100 re- 
síduos, contendo [2Fe-2S], que está localizada no estroma. 
A Fd reduzida, por sua vez, reduz o NADP", em uma rea- 
ção mediada pela ferrod oxina -NADP -redutase monoméri- 
ca com —310 resíduos, contendo FAD (FNR, Fig. 24.28a), 
para gerar o produto final da reação luminosa do cloroplasto, 
NADPH. Duas moléculas de Fd reduzidas distribuem, suces- 
sivamente, um elétron cada ao FAD da FNR, que então ado- 
ta sequencialmente os estados de semiquinona neutra e de 
completa redução antes de transferir dois elétrons e um pró- 
ton a NADP r , por meio do que é, formalmente, uma trans- 
ferência de íon hidreto. A estrutura por raios X do complexo 
entre Fd e FNR da folha de milho (Fig. 24.286), determinada 
por Gengi Kurisu, revela que a aproximação interatômica 
mais curta entre agrupamentos [2Fe-2S] da Fd e FAD da 





U 


(a) 


FNR é a de 6,0 À entre um átomo de Fe e o átomo C8a (o C 
metil mais próximo de seu resíduo ribitol; Fig. 16.8) da FAD. 
Isso é perto o suficiente para uma transferência direta de 
elétrons através do espaço entre esses grupos prostéticos. O 
complexo é estabilizado por cinco pontes salinas, como, de 
forma similar, parece ser o caso da interação entre o citocro- 
mo/e a PC. 

2. Alguns elétrons são devolvidos do FSI, via citocromo b 6 , 
ao conjunto de plastoquinonas, percorrendo, portanto, uma 
rota cíclica que translada prótons através da membrana tila- 
coide. Um mecanismo que foi proposto para esse processo 
é que a Fd transfere um elétron ao heme x do citocromo b 6 
(Fig. 24.24) em vez de para a FNR. Uma vez que o heme x 
contata o heme b L na periferia do sítio Q ; do citocromo b 6 f, 
um elétron injetado no heme x deveria reduzir a plastoqui- 
nona por um mecanismo tipo ciclo Q (Fig.22.31). Note que a 
rota cíclica é independente da ação do FSII e, portanto, não 
resulta na liberação de 0 2 . Isso explica a observação de que 
os cloroplastos absorvem mais do que oito fótons por molé- 
cula de Õ 2 liberada. 



FIGURA 24.28 Ferrodoxina-NADP 1 -redutase. (a) A estrutura por raios X da forma mutante Y308S da Ferrodoxina-NADP 1 - 
redutase (FNR) de ervilha em complexo com FAD e NADP . Essa proteína de 308 resíduos tem dois domínios: o domínio da 
região N-terminal (dourado), que forma o sítio de ligação da FAD, dobra-se em um barril |3 antiparalelo, enquanto o domínio da 
região C-terminal ( magenta ), que fornece o sítio de ligação do NADP 1 , forma uma dobra para ligação de dinucleotídeos (Seção 
8.3Bi). A FAD e NADP estão representadas na forma de bastões, com C de NADP 4 em verde, C de FAD em ciano, N em azul, 
O em vermelho e P em amarelo. Os anéis de flavina e de nicotinamida estão em oposição, estando o C4 do anel de nicotinamida e 
o C5 do anel de flavina distanciados em 3,0 A, um arranjo que é consistente com a transferência direta de hidreto, tal como ocorre 
na glutationa-redutase e na di-hidrolipoil-desidrogenase (Seção 21.2Ba). No entanto, em contraste com estas últimas enzimas, cuja 
flavina ligada e anéis de nicotinamida são paralelos, aqueles, na FNR, estão inclinados em — 30“, um modo de ligação até hoje não 
observado. (Com base em uma estrutura por raios X de Andrew Karplus, Come 11 University, EUA. PDBid 1QFY.) (b) A estrutu- 
ra por raios X do complexo entre Fd ( vermelho ) e FNR (azul) de folha de milho, com ambas as proteínas desenhadas na forma de 
fita, inseridas em suas superfícies acessíveis a solventes. O agrupamento [2Fe-2Sj da Fd (verde) e o FAD da FNR (amarelo) estão 
desenhados na forma de esferas e bastões. A Fd liga-se em uma cavidade entre os dois domínios da FNR (Parte a), de forma que a 
linha que une os dois Fe do agrupamento [2Fe-2S] situa-se grosseiramente no plano do anel da flavina. (Cortesia de Genji Kurisu, 
Osaka University, Osaka, Japão. PDBid 1GAQ.) jfb Ver Exercício interativo 22 
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O fluxo de elétrons provavelmente atua no aumento 
da quantidade de ATP com relação a de NADPH e assim 
permite à célula ajustar as quantidades relativas dessas duas 
substâncias produzidas de acordo com suas necessidades. No 
entanto, o mecanismo que reparte os elétrons entre as rotas 
cíclica e não cíclica é desconhecido. 

i. F5I e FSIl ocupam partes diferentes da membrana 
tilacoide 

Microscopia eletrônica de criofratura (Seção 12.3Ca) revelou 
que os complexos de proteínas da membrana tilacoide têm 
distribuições características (Fig. 24.29): 

1. O FSI ocorre principalmente nas lamelas não empilha- 
das do estroma, em contato com o estroma, onde ele tem 
acesso ao NADP \ 

2. O FSII está localizado quase que exclusivamente entre 
as grana intimamente empilhadas, fora do contato direto 
com o estroma. 

3. O Citocromo b 6 fe stã uniformemente distribuído ao lon- 
go da membrana. 

A grande mobilidade da plastoquinona e da plastocianina, os 
carregadores de elétrons que transferem elétrons entre esses 
complexos, permite que a fotossíntese proceda com uma ve- 
locidade razoável. 

Para que funções servem as segregações de FSI e FSII, 
que estão geralmente presentes nos cloroplastos em quan- 
tidades equimolares? Se esses dois fotossistemas estives- 
sem muito próximos um do outro, a mais alta energia de 
excitação do FSII (P680 vs. P700) faria com que ele pas- 
sasse uma grande fração de seus fótons absorvidos ao FSI 
pela transferência de éxciton; ou sej a, o FSII atuaria como 
uma antena coletora de luz para o FSI (Fig. 24.76). A se- 
paração dessas partículas por cerca de 100 À elimina essa 
dificuldade. 

A separação física de FSI e FSII também permite ao 
cloroplasto responder a mudanças na iluminação. As quan- 
tidades relativas de luz absorvidas pelos dois fotossistemas 


variam dependendo de como os complexos coletores de luz 
(CCL) estão distribuídos entre as porções empilhadas e não 
empilhadas da membrana tilacoide. Sob alta iluminação (nor- 
malmente luz solar direta, que contém uma alta proporção de 
luz azul de comprimento de onda curto), todo o resto sendo 
igual, o FSII absorve mais luz do que o FSI. Assim, o FSI não 
é capaz de receber elétrons tão rapidamente quanto o FSII 
os fornece, de forma que o conjunto de plastoquinona está 
predominantemente em seu estado reduzido. A plastoqui- 
nona reduzida ativa uma proteína-cinase, que irá fosforilar 
resíduos específicos de Thr dos CCL, os quais, em resposta, 
migram para as regiões não empilhadas da membrana tila- 
coide, onde se ligam ao FSL Assim, uma fração maior da luz 
incidente é canalizada ao FSI. Sob baixa iluminação (normal- 
mente luz sombreada, que contém uma alta proporção de luz 
vermelha de comprimento de onda longo), o FSI recebe elé- 
trons mais rapidamente do que o FSII pode fornecê-los, de 
forma que a plastoquinona assume, de forma predominante, 
sua forma oxidada. Os CCL são consequentemente desfosfo- 
rilados e migram para as porções empilhadas da membrana 
tilacoide, onde eles impulsionam o FSII. Portanto, o cloro- 
plasto mantém o balanço entre seus dois fotossistemas por 
um mecanismo de retroalimentação ativado pela luz. 

D. A fotofosforllação 

Os cloroplastos geram ATP basicamente da mesma forma que 
as mitocôndrias, ou seja, acoplando a dissipação de um gra- 
diente de prótons â síntese enzimática de ATP (Seção 22.3 C). 
Isso foi clarameníe demonstrado pela imposição de um gra- 
diente de pH artificialmente produzido ao longo da membra- 
na tilacoide, Cloroplastos foram imersos por várias horas, no 
escuro, em uma solução de ácido succínico a pH 4 de forma 
a trazer o pH do lúmen a este valor (a membrana tilacoide é 
permeável a ácido succínico não ionizado). A transferência 
abrupta desses cloroplastos para uma solução-tampão de pH 
8 contendo ADP + Pz resultou em uma promoção impres- 
sionante da síntese de ATP: cerca de 100 ATP foram sinte- 
tizados por molécula de citocromo /presente. Além disso, a 
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FIGURA 24.29 Segregação de FSI e FSII. Ilustração da distribuição dos complexos proteicos fotossin té ticos entre as regiões 
empilhadas (grana) e não empilhadas (estroma exposto) da membrana tilacoide. (Com base em Anderson, J.M., e Anderson, B., 
Trends Biochem. Sei. 7, 291 [1982].) 
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quantidade de ATP sintetizada não foi afetada pela presença 
de inibidores do transporte de elétrons, como DCMU. Isso, 
juntamente com as observações de que a fotofosforilação re- 
quer uma membrana tilacoide intacta e os transladadores de 
prótons, como 2,4-dinitrofenol (Seção 22.3D), desacoplam a 
fotofosforilação do transporte de elétrons impulsionado pela 
luz, forneceu evidência suficiente em favor da hipótese qui- 
miosmótica (Seção 22.3A). 

a. A ATP-sintase transladadora de prótons dos cloroplastos 
assemelha-se àquelas das mitocôndrias 
Micrografias eletrônicas das superfícies estromais da mem- 
brana tilacoide e das superfícies internas da membrana plas- 
mática bacteriana revelam estruturas em forma de pirulito 
(Fig. 24.30). Estas em muito se assemelham às unidades Fj 
da ATP-sintase transladadora de prótons, dispersa na super- 
fície da matriz das membranas internas mitocondriais (Fig. 
22.36a). De fato, a ATP-sintase do cloroplasto, que é chama- 
da de complexo CF^Fj (C de cloroplasto), tem propriedades 
bastante similares às do complexo F^ mitocondrial (Seção 
22. 3C). Por exemplo, 

L Tanto a unidade F 0 quanto a CF 0 são proteínas trans- 
membrana hidrofóbicas que contêm um canal transladador 
de prótons. 

2. Tanto Fj quanto CF 1 são proteínas periféricas e hidrofí- 
licas da membrana com composição de subunidades ct 3 p 3 y8e, 
das quais |3 é uma ATPase reversível. 

3. As duas ATP-sintases são inibidas por oligomicina. 

4. A ATP-sintase do cloroplasto translada prótons do lú- 
men do tilacoide para o estroma (Fig. 24.17), e a ATP-sintase 
mitocondrial os conduz para o espaço da matriz (o equiva- 
lente mitocondrial do estroma), a partir do espaço intermem- 
branas (Seção 22.3 A). 



FIGURA 24.30 Micrografia eletrônica dos tilacoides. Os 

“pirulitos” CFj das ATP-sintases projetam-se da superfície es- 
tromal. Compare com a Fig. 22.36a. (Cortesia de Peter Hinkle, 
Comell University, EUA.) 


Claramente, as ATP-sintases transladadoras de prótons 
devem ter evoluído muito cedo na história da vida celular. A 
ATP-sintase do cloroplasto está localizada nas porções não 
empilhadas da membrana tilacoide, em contato com o estro- 
ma, onde há espaço para o volumoso glóbulo CF, e acesso a 
ADP (Fig. 24.29). 

b. A fotossíntese com transporte de elétrons não cíclico 
produz cerca de 1,25 equivalentes de ATP por fóton 
absorvido 

Em intensidades de luz saturantes, os cloroplastos geram um 
gradiente de prótons de —3,5 unidades de pH através de suas 
membranas tilacoides. Como visto, (Figs. 24.17 e 24.18), isso 
surge de duas fontes: 

1. A liberação de uma molécula de 0 2 de duas moléculas 
de H 2 0 libera quatro prótons para dentro do lúmen do tila- 
coide. Esses prótons devem ser considerados como supridos 
pelo estroma, a partir de prótons e átomos de H utilizados na 
síntese de NADPH. 

2. O transporte dos quatro elétrons liberados pelo comple- 
xo de citocromos b 6 f ocorre com o translado de um número 
estimado de oito prótons, do estroma para o lúmen do tila- 
coide. 

Ao todo, — 12 prótons são transladados por molécula de 0 2 
produzida pelo transporte não cíclico de elétrons. 

A membrana tilacoide, em contraste com a membrana 
mitocondrial interna, é permeável a íons como Mg 2+ e Cl . O 
translado de prótons e elétrons através da membrana tilacoi- 
de é consequentemente acompanhado pela passagem desses 
íons, de forma a manter a neutralidade elétrica (Mg z 1 para 
fora e Cl” para dentro). Isso elimina o potencial de membra- 
na, A^P (Equação [22.1]). O gradiente eletroquímico em clo- 
roplastos é mantido, portanto, quase que inteiramente como 
resultado do gradiente de pH. 

A ATP-sintase do cloroplasto, de acordo com a maio- 
ria das estimativas, produz um ATP para cada três prótons 
que transporta para fora do lúmen do tilacoide. Portanto, 
o transporte não cíclico de elétrons nos cloroplastos resulta 
na produção de ~ 12/3 = 4 moléculas de ATP por molécula 
de 0 2 liberada (embora esta quantidade estej a sujeita a re- 
visão) ou cerca de meio ATP por fóton absorvido. O trans- 
porte cíclico de elétrons é um gerador mais produtivo de 
ATP, uma vez que ele produz dois terços de um ATP (dois 
prótons transportados) por fóton absorvido. O processo 
não cíclico, evidentemente, também produz NADPH, sen- 
do que cada molécula tem energia livre para produzir três 
ATP (Seção 22. A; embora isso normalmente não ocorra), 
para um total de seis ou mais equivalentes de ATP por 0 2 
produzido. Consequentemente, a eficiência energética do 
processo não cíclico é 4/8 + 6/8 = 1,25 equivalentes de ATP 
por fóton absorvido. 

3 AS REAÇÕES DE ESCURO 

Na seção anterior, foi visto como a energia da luz é capturada 
para gerar ATP e NADPH. Nesta seção, será discutido como 
esses produtos são utilizados para sintetizar carboidratos e 
outras substâncias a partir do C0 2 . 
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A. O ciclo de Calvin 

A rota metabólica pela qual as plantas incorporam C0 2 em 
carboidratos foi elucidada entre 1946 e 1953 por Melvin 
Calvin, James Bassham e Andrew Benson. Eles o fizeram 
seguindo o destino metabólico de i4 C0 2 marcado de forma 
radioativa, à medida que ele passava por uma série de in- 
termediários fotossintéticos. A estratégia experimental bá- 
sica que eles utilizaram foi expor culturas de algas em cres- 
cimento, como Chlorella, a 1 h C 0 2 , por tempos variáveis e 
sob diferentes condições de iluminação e, então, gotejar as 
células em álcool em ebulição, de forma a rompê-las, mas 
ao mesmo tempo preservando o seu padrão de marcação. 
Os produtos radioativos eram subsequentemente separa- 
dos e identificados (com frequência, uma tarefa difícil) por 
meio do uso da técnica então recentemente desenvolvida 
de cromatografia bidimensional em papel (Seção 6.3Dc) 
acoplada à autorradiografia. A rota global, diagramada na 
Fig. 24.31, é conhecida como ciclo de Calvin ou ciclo redu- 
tor das pentoses-fosfato. 

Alguns dos primeiros experimentos de Calvin indicaram 
que algas expostas a i4 C0 2 por um minuto ou mais tinham 
sintetizado uma mistura complexa de produtos metabólicos 
marcados, incluindo açúcares e aminoácidos. Inativando as 
algas 5 s após a exposição a 14 C0 2 , no entanto, foi demons- 
trado que o primeiro composto estável marcado de maneira 
radioativa formado é o 3-fosfoglicerato (3-PG), que é ini- 
cialmente marcado apenas no grupo carboxil. Esse resulta- 
do imediatamente sugeriu, em analogia com a maioria da 
experiência bioquímica, que o 3-PG era formado pela car- 
boxilação de um composto com 2C. Porém, o fracasso em 
encontrar tal precursor levou ao abandono dessa hipótese. 
A real reação de carboxilação foi descoberta por meio de um 
experimento no qual algas iluminadas tinham sido expostas 
a 14 C0 2 por cerca de 10 minutos, de forma que seus produ- 
tos fotossintéticos intermediários marcados tinham atingido 
o equilíbrio dinâmico. O C0 2 foi então removido. De acor- 
do com o esperado, o produto da carboxilação, 3-PG, dimi- 
nuiu em concentração (Fig. 24.32), porque foi esgotado por 
reações mais do final da rota. A concentração de ribulose-5- 
- fosfato (Ru5P), 

CH 9 0H 
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c=o 
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H— C— OH 
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H— C —OH 

I 

ch 2 opo! 

Ribulose-5-fosfato (Ru5P) 

no entanto, aumentou simultaneamente. Evidentemente, 
Ru5P é o substrato de carboxilação do ciclo de Calvin. Se 
for assim, o produto C 6 da carboxilação deve fracionar-se 
em dois compostos C 3 , um dos quais é o 3-PG (Fig. 24.31, 
Reação 2). A análise dos estados de oxidação da Ru5P e do 
C0 2 indica que, de fato, ambos os produtos da carboxilação 
devem ser 3-PG e que a reação de carboxilação não requer 
nenhuma fonte redox externa. 

Enquanto acontecia a busca pelo substrato de carboxi- 
lação, vários outros produtos intermediários da fotossíntese 


foram identificados e, por meio de estudos de degradação 
química, seus padrões de marcação foram elucidados. Por 
exemplo, a hexose frutose-l,6-bifosfato (FBP) é inicialmen- 
te marcada apenas em suas posições C3 e C4 (Fig. 24.31), 
mas mais tarde é marcada, em menor grau, em seus outros 
átomos. Similarmente, uma série de tetrose, pentose, hexo- 
se e heptose-fosfatos foram isolados e tinham identidades e 
padrões iniciais de marcação indicados na Fig. 24.31. Uma 
consideração do fluxo dos átomos marcados através desses 
vários produtos intermediários levou, no que foi um marco 
da bioquímica metabólica, à dedução do ciclo de Calvin con- 
forme diagramado na Fig. 24.31. A existência de muitas das 
reações postuladas foi por fim confirmada por estudos in vi- 
tro utilizando enzimas purificadas. 

a. O ciclo de Calvin gera GAP a partir do C0 2 por um 
processo de dois estágios 

O ciclo de Calvin pode ser considerado como tendo dois 
estágios: 

Estágio 1 A fase de produção (linha superior da Fig. 
24.31), em que três moléculas de Ru5P reagem com três mo- 
léculas de C0 2 para produzir seis moléculas de gliceraldeí- 
do-3-fosfato (GAP) à custa de nove moléculas de ATP e seis 
moléculas de NADPH. A natureza cíclica da rota toma este 
processo equivalente ã síntese de um GAP a partir de três mo- 
léculas de CO T De fato, nesse ponto, o GAP pode ser remo- 
vido do ciclo para uso em biossíntese (ver Estágio 2). 

Estágio 2 A fase de recuperação (linhas inferiores da 
Fig. 24.31), na qual os átomos de carbono dos cinco GAP 
remanescentes são conduzidos em uma série extraordinária 
de reações, similares àquelas da rota das pentoses-fosfato 
(Seção 23.4), para reformar as três Ru5P com as quais o ciclo 
se iniciou. De fato, a elucidação da rota das pentoses-fosfato, 
ao mesmo tempo em que o ciclo de Calvin estava sendo tra- 
balhado, proporcionou a maior parte das evidências bioquí- 
micas a favor do ciclo de Calvin. Esse estágio pode ser con- 
ceitualmente decomposto em quatro conjuntos de reações 
(com os números associados às reações correspondentes na 
Fig. 24.31): 

6. C 3 + C-3 -» C 6 

8. C 3 + C 6 > C 4 + C 5 

9. Cg + C 4 —> C 

1 1 . C 3 + C 7 — > C 5 + C 5 

A estequiometria total desse processo é, portanto, 

5C 3 > 3C S 

Observe que esse estágio do ciclo de Calvin ocorre sem 
acréscimo adicional de energia livre (ATP) ou poder redutor 
(NADPH). 

b. A maioria das reações do ciclo de Calvin ocorre em outras 
rotas metabólicas 

Os tipos de reação no ciclo de Calvin são todos sem conhe- 
cidos (Seção 23.4), com exceção da reação de carboxilação. 
Esse primeiro estágio do ciclo de Calvin inicia com a fosfori- 
lação da Ru5P pela fosforribulocinase para formar a ribulo- 
se-l,5-bifosfato (RuBP). Seguindo a etapa de carboxilação, 
que é discutida a seguir, o 3-PG resultante é convertido pri- 
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FIGURA 24.31 O eido de Calvin. (Página anterior) O nú- 
mero de linhas em uma seta indica o número de moléculas 
que reagem em uma etapa para uma única volta do ciclo que 
converte três moléculas de C0 2 em uma molécula de GAP. Por 
questões de clareza, todos os açúcares são representados em 
suas formas lineares, embora as hexoses e heptoses existam, 
predominantemente, em suas formas cíclicas (Seção 11.1B). Os 
padrões de marcação com N C gerados em uma volta do ciclo 
pelo uso de 14 C0 2 são indicados em vermelho. Observar que 
duas das Ru5P são marcadas apenas em C3, enquanto a terceira 
Ru5P está marcada em Cl, C2 e C3. jfò Ver Figuras animadas 

meiro em 1,3-bifosfoglicerato (BPG) e então em GAP. Esta 
última sequência é o inverso de duas reações glicolíticas con- 
secutivas (Seções 17.2G e 17.2F), exceto pela reação do ciclo 
de Calvin envolver NADPH em vez de NADH. 

O segundo estágio do ciclo de Calvin começa como o re- 
verso de uma reação glicolítica bem conhecida, a isomerização 
de GAP a di-hidroxiacetona fosfato (DHAP) pela triose fos- 
fato-isomerase (Seção 17.2E). A seguir, DHAP é direcionada 
para duas rotas análogas (Fig. 24.31): reações 6-8 ou reações 
9-11. As reações 6 e 9 são condensações de aldol catalisadas 



Tempo (min) 

FIGURA 24.32 Níveis de 3PG e RuBP em algas com a remo- 
ção de CO z . O curso temporal dos níveis de 3-PG (curva roxa) 
e RuBP (curva verde) em algas marcadas com 4 C0 2 em equilí- 
brio dinâmico e iluminadas é mostrado durante um período no 
qual o C0 2 (curva cor de laranja) é retirado abruptamente. Na 
ausência de C0 2 , a concentração de 3-PG decresce rapidamente, 
porque é utilizado nas reações do ciclo de Calvin, mas não pode 
ser reposto por elas. Ao contrário, a concentração de RuBP 
aumenta transitoriamente conforme é sintetizada a partir do 
conjunto residual de intermediários do ciclo de Calvin, mas, na 
ausência de C0 2 , não pode ser usada para a regeneração deles. 


por aldolase, nas quais DHAP é ligada a um aldeído (a aldo- 
lase é específica para DHAP, mas aceita uma variedade de al- 
deídos). A reação 6 é também o reverso de uma reação glico- 
lítica (Seção 17 .2D). As reações 7 e 10 são hidrólise de fosfato 
que são catalisadas, respectivamente, por frutose-bifosfatase 
(FBPase, que foi encontrada previamente na discussão de ci- 
clos de substratos glicolíticos e gliconeogênese; Seções 17.4Ff 
e 23.1Ah) e sedoeptulose-bifosfatase (SBPase). As demais 
reações do ciclo de Calvin são catalisadas por enzimas que 
também participam da rota das pentoses-fosfato. Nas reações 
8 e 11, ambas catalisadas por transcetolase, uma unidade ceto 
C 2 (sombreada em verde na Fig. 24.31) é transferida de uma 
cetose ao GAP para formar xilulose-5-fosfato (XuSP) e libe- 
rar as aldoses eritrose-4-fosfato (E4P) na reação 8 e ribose-5- 
-fosfato (R5P) na reação 11. A E4P produzida pela reação 8 
alimenta a reação 9. As Xu5P produzidas pelas reações 8 e 
1 1 são convertidas em Ru5P pela fosfopentose-epímerase na 
reação 12. A R5P da reação 11 é também convertida em Ru5P 
pela ribose fosfato-isomerase na reação 13, completando, por- 
tanto, uma volta do ciclo de Calvin. Assim, apenas 3 das 11 
enzimas do ciclo de Calvin, fosforribulocinase, a enzima de 
carboxilação ribulose bifosfato-carboxilase e SBPase, não têm 
equivalentes em tecidos animais. 

c. A RuBP-carboxilase catalisa a fixação de C0 2 em um 
processo exergônico 

A enzima que catalisa a fixação de C0 2 , a ribulose-bifosfato- 
-carboxilase (RuBP-carboxilase), é, possivelmente, a enzima 
mais importante do mundo, uma vez que quase toda a vida 
na Terra depende, em última análise, de sua ação. Essa en- 
zima, presumivelmente como consequência de sua eficiência 
catalítica particularmente baixa (k cst — ~3s"‘), compreende 
até 50% das proteínas foliares e é, portanto, a proteína mais 
abundante na biosfera (estima-se que são sintetizadas a uma 
taxa de aproximadamente 4 X 10 9 toneladas/ano, que fixam 
cerca de 1Q U toneladas de C0 2 /ano; em comparação, o óleo 
bruto é consumido a uma taxa de ~3 X 10 9 toneladas/ano). 
A RuBP-carboxilase das plantas superiores e da maioria dos 
organismos fotossintéticos consiste em quatro subunidades 
grandes (L) (477 resíduos em folhas de tabaco), codificadas 
pelo DNA do cloroplasto, e de oito subunidades peque- 
nas (S) (123 resíduos), especificadas por um gene nuclear 
(a RuBP de certas bactérias fotossintéticas é um dímero 
L 2 cuja subunidade L tem 28% de identidade sequencial e 
é estruturalmente similar àquela da enzima L g S g ). Estudos 
por raios X, por Carl-Ivar Bràndén e por David Eisenberg, 
demonstraram que a enzima L g S g apresenta a simetria Z) 4 de 
um prisma quadrado (Fig. 2433a,b). A subunidade L con- 
tém o sítio catalítico da enzima, conforme demonstrado por 
sua atividade enzimática na ausência da subunidade S. Ela 
consiste em dois domínios (Fig. 24.33c): os resíduos 1 a 150 
formam uma folha [3 mista de cinco fitas, e os resíduos 151a 
477 dobram-se em um barril a/p (Fig. 8.19 b,c), que, da mes- 
ma forma que o fazem quase todas as enzimas de barril a/p 
(Seção 8.3Bh), contêm o sítio ativo da enzima na boca do 
barril, perto da região C- terminal de suas fitas p. A função 
da subunidade S é desconhecida; tentativas de mostrar que 
ela tem um papel regulatório, em analogia com outras enzi- 
mas, foram malsucedidas. 
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FIGURA 24.33 Estrutura por raios X da RuBP-carboxilase 
de tabaco em complexo com o inibidor do estado de transição 
2-carboxiarabinitol-l, 5 bifosfato. A proteína L s S M de ~535 kDa 
tem simetria D 4 (a simetria rotacional de um prisma quadrado; 
Fig. 8.65b). (à) Diagrama de superfície visto ao longo do eixo 
de simetria 4 e (b) ao longo do eixo de simetria 2 da proteína. 
Partes aeb estão relacionadas por uma rotação de 90° ao redor 
do eixo horizontal. Pode-se considerar que as subunidades L 
alongadas associam-se como dois tetrâmeros interdigitados, com 
aquele que se estende de cima na Parte b em ciano e o que se 
estende de baixo, em verde. As subunidades S do tetrâmero C 4 
que cobrem o topo e a base do complexo são, alternadamente, 
amarelas e laranjas. O inibidor do estado de transição 2-carbo- 
xiarabinitol-l,5-bifosfato (CABP; ver texto), que está parcial- 
mente visível na Parte b , está desenhado na forma de bastão, 
com C em verde, O em vermelho e P em cor de laranja, (c) Dia- 
grama em forma de fita de uma subunidade L orientada como a 
subunidade central verde na Parte b e colorida na sequência do 
arco-íris do seu N-terminal (azul) ao seu C-terminal (vermelho). 
O 2-carboxiaranabitol-l,5-bifosfato está ligado na entrada do 
barril ct/(3 da enzima (Com base em uma estrutura por raios X 
de David Eisenberg, UCLA, EUA. PDBid 1RLC). 



O mecanismo aceito para a RuBP-carboxilase, que foi 
em grande parte formulado por Calvin, está indicado na Fig. 
24.34. A retirada do próton C3 da RuBP, a etapa da reação 
que determina sua velocidade, gera um enediolato que pro- 
move um ataque nucleofílico no C0 2 (não no HC0 3 ). O 
(3-cetoácido resultante é rapidamente atacado em sua posi- 
ção C3 pela H 2 0 para produzir um aduto que se parte, em 
uma reação similar à clivagem de aldol, produzindo as duas 
moléculas de 3-PG. As seguintes evidências favorecem esse 
mecanismo: 

1. O próton C3 da RuBP ligada à enzima efetua trocas com 
o solvente, uma observação compatível com a existência de 
um intermediário de enediolato. 

2. Os átomos de oxigênio de C2 e C3 permanecem ligados 
a seus respectivos átomos de C, o que elimina mecanismos 
envolvendo um aduto covalente, como uma base de Schiff 
entre a RuBP e a enzima. 


3. A captura do intermediário |3-ceto ácido proposto, por 
redução boro-hidreto, e a forte ligação enzimática de seus 
análogos, como 2-carboxiarabinitol-l-fosfato ÍCA1P) e 
2-carboxiarabinitol-l, 5-bifosfato (CABP) , 


CHoOPOr 

1 

HO — C— C0 2 
H— C— OH 
H — C — OH 

CH 2 OH 

2-carboxiarabinitol 

1-fosfato 

(CA1P) 


CH 9 OPO 3 

I 

HO — C— C0 2 
H— C— OH 
H— C — OH 

ch 2 opo^~ 

2-carboxiarabinitol- 
1, 5-bifosfato 
(CABP) 


fornece forte evidência para a existência desse composto in 
termediãrio. 
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FIGURA 24.34 Provável mecanismo da reação de carboxilação catalisada pela RuBP-earboxilase. A reação procede por meio 
de um intermediário enediolato, que ataca de forma nucleofílica o C0 2 para formar um (3-cetoáddo. Esse intermediário reage com 
água para produzir duas moléculas de 3-PG. Ver Figuras animadas 


A força propulsora para a reação total, que é altamente 
exergônica (ÁG°' = — 35,1 kl • mol ), é fornecida pela cli- 
vagem do intermediário fi-cetoácido para produzir um grupo 
carboxilato adicional estabilizado por ressonância. 

A atividade da RuBP-carboxilase requer a ligação de um 
íon metálico divalente, fisiologicamente o Mg 2 ", que atua na 
estabilização de cargas negativas que se desenvolvem duran- 
te a catálise. O Mg 21 " é, em parte, ligado à enzima por um gru- 
po carbamato cataliticamente essencial, que é gerado pela 
reação de um C0 2 não substrato com o grupo e-amino de 
Lys 201 (R— NH 2 + C0 2 R — NH — COOPT). Embora 

a reação de ativação in vitro ocorra espontaneamente na pre- 
sença de Mg 2+ e HC0 3 , ela é bloqueada in vivo pela ligação 
particularmente firme da RuBP ao sítios catalíticos que care- 
cem de carbamato. Esta inibição é aliviada, no entanto, pela 
liberação da RuBP em um processo movido a ATP, catalisa- 
do pela RuBP-carboxilase-ativase. 

d. Produtos do ciclo de Calvin sâo convertidos a amido, 
sacarose e celulose 

A estequiometria global do ciclo de Calvin é 

3C0 2 + 9ATP + 6NADPH > 

GAP + 9ADP + 8Pi + 6NADP+ 

GAP, o produto principal da fotossíntese, é utilizado em uma 
variedade de rotas biossintéticas, tanto dentro como fora do 
cloroplasto. Por exemplo, ácidos graxos e aminoácidos são 
sintetizados a partir do GAP, conforme descrito, respectiva- 


mente, nas seções 25.4 e 26.5. O GAP também pode ser con- 
vertido em frutose-6-fosfato pela ação posterior de enzimas 
do ciclo de Calvin e, então, em glicose-l-fosfato (G1P) pela 
fosfoglicose-isomerase (Seção 17.2B) e pela fosfoglicomuta- 
se (Seção 18.1B). G1P é o precursor dos carboidratos comple- 
xos característicos das plantas. 

O polissacarídeo a-amilose, um componente majori- 
tário do amido (Seção 11. 2D), é sintetizado no estroma do 
cloroplasto como um reservatório temporário para esto- 
cagem de unidades de glicose. Ele também é sintetizado 
como uma molécula de estocagem de longo prazo em outras 
partes da planta, incluindo folhas, sementes e raízes. G1P é 
inicialmente ativada por sua reação com ATP para formar 
ADP-glicose, catalisada pela ADP-glicose pirofosforilase. 
A amido-sintase transfere então o resíduo de glicose a uma 
extremidade não redutora de uma molécula de a-amilose ou 
amilopectina, formando uma nova ligação glicosídica (Fig. 
24.35). A reação global é impulsionada pela hidrólise exer- 
gônica do PP. liberado na formação da ADP-glicose. Uma 
sequência de reação similar ocorre na síntese de glicogênio, 
a qual usa UDP-glicose (Seção 18.2A). As ramificações da 
amilopectina (Seção 11.2D) são feitas pela enzima ramifi- 
cadora de amido, que funciona de forma similar à enzima 
ramificadora de glicogênio (Seção 18.2C). A sacarose, um 
dissacarídeo de glicose e frutose (Seção 11.2B), é o princi- 
pal açúcar de transporte para a distribuição de carboidratos 
para células não fotossintetizantes e, portanto, é o produto 
fotossintético majoritário das folhas verdes. Uma vez que a 
sacarose é sintetizada no citosol, ou o gliceraldeído-3-fosfa- 
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FIGURA 24.35 Síntese de amido. ADP-glicose 
é formada a partir de G1P e ATP em uma reação 
de intercâmbio de fosfoanidrido (1). O produto 
PPj é rapidamente hidrolisado. A ADP-glicose é o 
substrato para a amido-sintase (2), a qual adiciona 
resíduo de glicose a uma extremidade não redutora 
de um polissacarídeo existente, liberando ADP. 
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to ou a di-hidroxiacetona-fosfato é transportada para fora 
do cloroplasto por uma proteína antiporte que troca fosfa- 
to por uma triose -fosfato. Duas trioses se combinam para 
formar frutose-6-fosfato (F6P) e, de maneira subsequente, 
glicose- 1 -fosfato (G1P), que é então ativada por UTP para 
formar UDP-glicose. A seguir, a sacarose -6-fosfa to é produ- 
zida em uma reação catalisada pela sacarose-fosfato-sintase. 
Finalmente, a sacarose-6-fosfato é hidrolisada pela sacarose- 
-fosfato-fosfatase para produzir sacarose (Fig. 24.36), que é 
então exportada para outros tecidos vegetais. 

A celulose, que consiste em longas cadeias de ligações 
[3(1— >4) entre unidades de glicose e que é o principal po- 
lissacarídeo das plantas, também é sintetizada a partir da 
UDP-glicose. As paredes celulares das plantas consistem em 
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FIGURA 24.36 A síntese de sacarose. 


cabos quase cristalinos que contêm 36 cadeias paralelas de 
celulose, cada uma com 500 a 15.000 unidades de glicose, 
todas imersas em uma matriz amorfa de outros polissaca- 
rídeos e lignina (Seção 11.2C). Ao contrário do amido em 
plantas e do glicogênio em mamíferos, a celulose é sinteti- 
zada por complexos enzimáticos de múltiplas subunidades 
na membrana plasmãtica da planta e liberada para o espaço 
extracelular. 

B. O controle do ciclo de Calvin 

Durante o dia, as plantas satisfazem suas necessidades ener- 
géticas pelas reações de luz e de escuro da fotossíntese. À 
noite, no entanto, tal como outros organismos, elas preci- 
sam utilizar suas reservas nutricionais para gerar o ATP e 
o NADPH necessários, pela glicólise, fosforilação oxidativa 
e via das pentoses-fosfato. Uma vez que o estroma contém 
as enzimas da glicólise e da rota das pentoses-fosfato, assim 
como aquelas do ciclo de Calvin, as plantas têm de ter um 
mecanismo de controle sensível à luz para impedir o ciclo de 
Calvin de consumir estes ATP e NADPH, produzidos de ma- 
neira catabólica, em um ciclo fútil e desperdiçador. 

Conforme visto na Seção 17. 4F, o controle de fluxo em 
uma rota metabólica ocorre em etapas enzimáticas que estão 
longe do equilíbrio, ou seja, aquelas que têm um grande va- 
lor negativo de AG. A inspeção da Tabela 24.1 indica que os 
quatro melhores candidatos para o controle do fluxo no ciclo 
de Calvin são as reações catalisadas pela fosforibulocinase, 
RuBP-carboxilase, FBPase e SBPase (Reações 1, 2, 7 e 10, 
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TABELA 24.1 Mudanças nas energias livres-padrão e fisiológicas para as reações do delo de Calvin 


Etapa* 

Enzima 

AG°' (kJ ■ moP) 

AG (kJ * mol ) 

1 

Fo sf orribulocinase 

—21,8 

-15,9 

2 

Ribulose bifosfato-carboxilase 

-35,1 

-41,0 

3 + 4 

Fosfoglieerato-cinase + gliceraldeído-3 -fosfa- 
to- de sidrog enase 

+ 18,0 

-6,7 

5 

Triose fosfato-isomerase 

-7,5 

-0,8 

6 

Aldolase 

-21,8 

-1,7 

7 

Frutose-bifosfatase 

-14,2 

-27,2 

8 

Transcetolase 

+6,3 

-3,8 

9 

Aldolase 

-23,4 

-0,8 

10 

Sedoeptulose-bifosfatase 

-14,2 

-29,7 

11 

Transcetolase 

+0,4 

-5,9 

12 

Fosfopentose-epimerase 

+0,8 

-0,4 

13 

Ribose-fosfato-isomerase 

+2,1 

-0,4 


* Refere-se à Fig. 24.31. 

Fonte: Bassham, J.A., e Buchanan, B.B., em Govindjee (Ed.), Photosynthesis, Vol. 11, p. 155, Academic Press (1982). 


Fig. 24.31). De fato, as eficiências catalíticas dessas quatro 
enzimas variam, in vivo, com o nível de iluminação. 

A atividade da RuBP-carboxilase responde a três fatores 
dependentes da luz: 

1. Ela varia com o pH. Com iluminação, o pH do estroma 
aumenta de cerca de 7,0 para em tomo de 8,0 à medida que 
os prótons são bombeados do estroma para o lúmen do tila- 
coide. A RuBP-carboxilase tem um pH ótimo bem definido 
perto de 8,0. 

2. Ela é estimulada por Mg 2+ . Lembre que o influxo de 
prótons impulsionado pela luz, para o lúmen do tilacoide, 
é acompanhado pelo efluxo de Mg 2 ’ para o estroma (Seção 
24.2Db). 

3. Ela é fortemente inibida pelo seu análogo do estado 
de transição 2-carboxiarabinitol-l-fosfato (CA1P; Seção 
24.3Ac), o qual muitas plantas sintetizam apenas no escu- 
ro. A RuBP-carboxilase-ativase (Seção 24. 3 Ac) também 
facilita a liberação do CA1P fortemente ligado da RuBP- 
-carboxilase. 

FBPase e SBPase são também ativadas por aumentos de 
pH e de Mg 2+ , assim como de NADPH. A ação desses fato- 
res é complementada por um segundo sistema regulatório, 
que responde ao potencial redox do estroma. A tiorredoxi- 
na (Trx), uma proteína de aproximadamente 105 resíduos 
que ocorre em muitos tipos de células, contém um grupo 
dissulfeto redox-ativo. A Trx reduzida ativa cinco enzimas 
do ciclo de Calvin por reações de intercâmbio de dissulfeto 
(Fig. 24.37): fosforibulocinase, gliceraldeído-3-fosfato desi- 


FIGURA 24.37 Mecanismo de ativação pela luz de enzimas do 
cloroplasto. O FSI fotoativado reduz a ferrodoxina (Fd) solú- 
vel, a qual reduz a ferrodoxina-tiorredoxina-redutase, que, por 
sua vez, reduz a ligação dissulfeto da tiorredoxina. A tiorredo- 
xina reduzida reage com suas enzimas alvo por intercâmbio de 
dissulfeto e, portanto, ativando ou desativando estas enzimas. 
No escuro, estes processos são rapidamente revertidos por rea- 
ção com oxigênio. 


drogenase, FBPase, SBPase e RuBP-carboxilase-ativase. 
Isso explica por que essas enzimas são ativadas por reagentes 
dissulfeto reduzidos, como ditiotreitol. O nível redox da Trx 
é mantido pela ferrodoxina-tiorredoxina-redutase (FTR), a 
qual contém um dissulfeto redox-ativo que é intimamente 
associado a um agrupamento [4Fe-^4S], por meio do qual a 
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RQURA 24.33 Estrutura por raios X de um complexo Fd- 
-FTR-Trx. As subunidades estão desenhadas em forma de fita 
com a Fd em verde, a subunidade catalítica da FTR em azul, sua 
subunidade variável em ciano e a Trx em magenta. O conjunto 
[2Fe-2S] da Fd e o grupo [4Fe-4S] da FTR estão desenhados 
em forma de volume atômico, com S em amarelo e Fe em mar- 
rom-avermelhado. As duas cadeias laterais de Cys que formam 
uma ligação dissuifeto ente FTR e Trx são mostradas na forma 
de bastão com C em verde e S em amarelo. (Com base em uma 
estrutura por raios X de Hans Eklund, Swedish University of 
Agricultural Sciences, Uppsala, Suécia. PDBid 2PVO.) 


dois centros redox. Isto maximiza a eficiência da transferên- 
cia de elétrons do agrupamento [2Fe-2S] da Fd ao dissuifeto 
redox- ativo da Trx. 

A Trx reduzida também desativa as enzimas cloroplásti- 
cas f osf ofrutocinase (PFK) , a principal enzima geradora de 
fluxo da glicólise (Seção 17.4Fb), e a glicose-6-fosfato-desi- 
drogenase, a primeira enzima da rota das pentoses-fosfato 
(Seção 23 .4A), cujos produtos, ATP e NADPH, seriam uti- 
lizados no ciclo de Calvin em um ciclo fútil. Assim, em plan- 
tas, a luz estimula o ciclo de Calvin , ao mesmo tempo em que 
desativa a glicólise e a rota das pentoses-fosfato , enquanto a 
escuridão tem o efeito oposto (ou sej a, as chamadas reações 
de escuro não ocorrem no escuro). Além do mais, a ATP- 
-sintase do cloroplasto é ativada por Trx reduzida, assim a 
impedindo de inutilmente hidrolisar o ATP produzido de 
maneira glicolítica no escuro. Na verdade, o estado redox da 
Trx regula uma grande variedade de processos metabólicos 
das plantas. 

Foi visto que a ferrodoxina reduz a ferrodoxina-NADP- 
redutase (Seção 24.2Ch) e a FTR, assim como supre elétrons 
à rota cíclica da fotossíntese no cloroplasto (Seção 24.2Ch). 
Além disso, a ferrodoxina é o agente redutor para três enzi- 
mas metabolicamente essenciais no cloroplasto: sulfito-redu- 

rt 

tase (que reduz S0 3 a S 2 ), nitrito-rcdutase (que reduz N0 2 
a NH 4 ) e glutamato-sintase (que catalisa a reação de a-ce- 
toglutarato e NH 4 + para formar glutamato; Seção 26.5 Aa). 
Assim, a Fd figura como o centro de uma rede complexa de 
processos enzimáticos e regulatórios. 


proteína responde diretamente ao estado redox da ferrodo- 
xina (Fd) solúvel no estroma. Isto, conforme foi visto, (Seção 
24.3Ch), varia com o nível de iluminação. 

A estrutura por raios X de um complexo Fd-FTR-Trx 
(Fig. 24.38), determinado por Hans Eklund, mostra que os 
resíduos redox-ativos Cys da FTR e tiorredoxina formam 
uma ligação dissuifeto. Além do mais, a distância entre esta 
ligação dissuifeto e o agrupamento [2Fe-2S] da Fd é de ape- 
nas —20 À, como consequência da subunidade catalítica dis- 
coide extraordinariamente fina da FTR, e que o agrupamen- 
to [4Fe-4S] da FTR situa-se em uma linha reta entre estes 


C. A fotorrespiração e o ciclo C 4 

Sabe-se, desde a década 60 do século passado, que plantas 
iluminadas consomem 0 2 e liberam C0 2 em uma rota dis- 
tinta da fosforilação oxidativa. Na verdade, em baixos níveis 
de CO 2 e altos níveis de 0 2 , este processo de fotorrespiração 
pode exceder a fixação fotossintética de C0 2 . A base da fo- 
torrespiração foi inesperada: o 0 2 compete com o C0 2 como 
substrato para a RuBP-carboxilase (RuBP-carboxilase 
é, portanto, também chamada de RuBP-carboxilase- 
oxigenase ou RuBisCO). Na reação de oxigenase, o O, re- 
age com o outro substrato da RuBisCO, a RuBP, para for- 
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FIGURA 24.39 Provável mecanismo da reação 
de oxigenase catalisada pela RuBP-carboxilase- 
-oxigenase. Observe a similaridade deste meca- 
nismo com aquele da reação de carboxilase cata- 
lisada pela mesma enzima (Fig. 24.34). 
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mar 3-PG e 2-fosfoglicolato (Fig. 24.39), O 2-fosfoglicolato 
c hidrolisado a glicolato pela glicolato-fosfatase e, conforme 
descrito a seguir, é parcialmente oxidado para gerar C0 2 
por meio de uma série de reações enzimáticas que ocorrem 
no peroxissomo e na mitocôndria. Assim, a fotorrespiração 
é, aparentemente, um processo de desperdício que desfaz 
parte do trabalho da fotossíntese. Nas subseções seguintes, 
serão discutidas as bases bioquímicas da fotorrespiração, 
seu significado e como certas plantas conseguiram evitar 
seus efeitos deletérios. 

a. A fotorrespiração dissipa ATP e NADPH 

A rota da fotorrespiração é delineada na Fig. 24.40. 0 glicola- 
to é exportado do cloroplasto ao peroxissomo (também cha- 
mado de glioxissomo, Seções 1.2Ad e 23.2), onde é oxidado 
pela glicolato-oxidase a glioxilato e H 2 0 2 . H 2 O z , um agente 
oxidante poderoso e potencialmente perigoso, é desmembra- 
do em H 2 0 e 0 2 no peroxissomo pela enzima portadora de 
heme catalase. Parte do glioxilato é posteriormente oxidado 
pela glicolato-oxidase a oxalato. O restante é reconvertido 
em glicina em uma reação de transaminação, conforme dis- 
cutido na Seção 26. IA, e exportado à mitocôndria. Lá, duas 
moléculas de glicina são convertidas em uma molécula de se- 
rina e uma de C0 2 , por uma reação descrita na Seção 26.3B. 
Esta ê a origem do CO 2 gerado pela fotorrespiração. A serina 
é transportada de volta ao peroxissomo, onde uma reação de 
transaminação a converte em hidroxipiruvato. Essa substân- 
cia é reduzida a glicerato e fosforilada no citosol a 3-PG, que 
entra novamente no cloroplasto, onde é convertido em RuBP 
no ciclo de Calvin. O resultado líquido desse complexo ciclo 
fotorrespiratório é que parte do ATP e do NADPH gerados 
pelas reações de luz é dissipada de forma inútil. 

Embora a fotorrespiração não tenha nenhuma função 
metabolicamente conhecida, todas as RuBisCOs de uma 
ampla variedade de organismos fotossintéticos testados até 
agora exibem atividade de oxigenase. Mesmo assim, ao longo 
de bilhões de anos, as forças evolutivas devem ter otimizado 
a função dessa importante enzima. Acredita-se que a fotos- 
síntese evoluiu em uma época em que a atmosfera da Terra 
continha grandes quantidades de C0 2 e pouco 0 2 , de forma 
que a fotorrespiração não tinha consequência. Portanto, foi 
sugerido que a reação da RuBisCO tem um intermediário 
obrigatório que é inerentemente autooxidável. Uma outra 
possibilidade é que a fotorrespiração proteja o aparato fo- 
tossintético de dano foto -oxida tivo quando a quantidade de 
C0 2 é insuficiente para dissipar a energia luminosa absorvida. 
Essa hipótese é sustentada pela observação de que, quando 
cloroplastos de células foliares são fortemente iluminados, na 
ausência tanto de C0 2 quanto de 0 2 , a capacidade fotossinté- 
tica deles é rápida e perdida de maneira irreversível. 

b. A fotorrespiração limita as taxas de crescimento das 
plantas 

A concentração de C0 2 no estado de equilíbrio dinâmico, 
atingido quando um organismo fotossintético é iluminado em 
um sistema vedado, é denominada de ponto de compensa- 
ção de CO,. Para plantas saudáveis, essa é a concentração de 
C0 2 na qual as taxas de fotossíntese e de fotorrespiração são 
iguais. Para muitas espécies, ela é ~ 40 a 70 ppm (partes por 
milhão) de CO z (a concentração atmosférica normal de CO, 
é 330 ppm), de forma que a fixação fotossintética de C0 2 des- 
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FIGURA 24.40 Fotorrespiração. Esta rota metaboliza o fos- 
foglicolato produzido pela oxidação da RuBP catalisada pela 
RuBP-carboxilase. As reações ocorrem, conforme indicado, 
no cloroplasto, no peroxissomo, na mitocôndria e no citosol. 
Observe que duas glicinas são necessárias para formar serina + 
C0 2 (Seção 26.3B). 
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tas plantas normalmente domina a sua liberação fotorrespi- 
ratória de C0 2 . No entanto, o ponto de compensação de CO, 
aumenta com a temperatura, porque a atividade de oxigenase 
da RuBisCO aumenta mais rapidamente com a temperatura 
do que a atividade de carboxilase. Assim, em um dia quente e 
ensolarado, quando a fotossíntese esgotou o nível de C0 2 no 
cloroplasto e aumentou aquele de a taxa de fotorrespiração 

pode se aproximar da taxa de fotossíntese. Esse fenômeno é, na 
verdade, um importante fator limitante do crescimento de mui- 
tas plantas. De fato, plantas que possuíssem uma RuBisCO 
com atividade de oxigenase significativamente menor aumen- 
tariam não apenas a eficiência fotossintética, mas precisariam 
de menos água, porque elas poderiam despender menos tem- 
po com seus estômatos (os poros que conduzem aos seus es- 
paços foliares internos) abertos, adquirindo C0 2 , e teriam a 
necessidade de fertilizante reduzida, porque elas precisariam 
de menos RuBisCO. O controle da fotorrespiração é, portan- 
to, um importante problema não resolvido para a agricultura, 
que está sendo abordado atualmente por estudos de engenha- 
ria genética (Seção 5.5). 

c. As plantas C 4 concentram C0 2 

Certas espécies de plantas, como a cana-de-açúcar, o milho e 
as ervas daninhas de grande importância, têm um ciclo me- 
tabólico que concentra C0 2 em suas células fotossintéticas, 
impedindo quase que totalmente a fotorrespiração (seus pon- 
tos de compensação de C0 2 estão na faixa de 2 a 5 ppm). As 
folhas das plantas que possuem o chamado ciclo C 4 têm uma 
anatomia característica. Suas nervuras finas estão concentri- 
camente circundadas por uma camada única das chamadas 
células de bainha vascular, que, por sua vez, estão circunda- 
das por células do mesófilo. 


O ciclo C 4 (Fig. 24.41) foi elucidado na década de 60 do 
século passado por Marshall Hatch e Roger Slack. Ele come- 
ça com a absorção do CO, atmosférico pelas células do me- 
sófilo, que, carecendo de RuBisCO em seus cloroplastos, o 
fazem condensando-o como HC0 3 com fosfoenolpiruvato 
(PEP), produzindo oxalacetato. O oxalacetato é reduzido pelo 
NADPH a mala to, que é exportado às células da bainha vas- 
cular (o nome C 4 refere-se a estes ácidos de quatro carbonos). 
Lá, o malato é descarboxilado oxidativamente por NADP + 
para formar C0 2 , piruvato e NADPH. O C0 2 , que foi concen- 
trado por este processo, ingressa no ciclo de Calvin. O piruvato 
é devolvido às células do mesófilo, onde ele é fosforilado, para 
novamente formar PEP. A enzima que age como mediadora 
desta reação, a pimvato-fosfato-dicinase, tem a ação incomum 
de ativar um grupo fosfato pela hidrólise de ATP a AMP e 
PP,.. Este PP, é mais uma vez hidrolisado a dois P ; , que é equi- 
valente ao consumo de um segundo ATP. Portanto, o CÕ 2 é 
concentrado nas células da bainha vascular à custa de dois A TP 
por CO 2 . As reações de escuro da fotossíntese em plantas C4 
consomem, portanto, um total de 5 A TP por C0 2 fixado, versus 
os três A TP necessários pelo ciclo de Calvin sozinho. O ATP 
adicional é presumivelmente gerado pelo fluxo cíclico de elé- 
trons nas reações de luz (Seção 24.2Ch). 

As plantas C 4 , que compreendem cerca de 5% das plan- 
tas terrestres, ocorrem amplamente em áreas não sombrea- 
das de regiões tropicais, porque crescem mais rapidamente 
sob condições quentes e ensolaradas do que outras plantas, 
as chamadas plantas C 3 (assim chamadas porque elas fixam 
inicialmente o C0 2 na forma de ácidos de três carbonos). Em 
climas mais frescos, onde a fotorrespiração é um fardo me- 
nor, as plantas C 3 têm vantagem, porque requerem menos 
energia para fixar o C0 2 . 



FIGURA 24.4Í A rota C 4 . O C0 2 é concentrado nas células do mesófilo e transportado às células da bainha vascular para entrada 
no ciclo de Calvin. 
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d. As plantas MAC estocam C0 2 por meio de uma variante do 
ciclo C 4 

As plantas adaptadas ao deserto conhecidas como suculentas 
(p. ex., cactus) empregam uma variante do ciclo C4, que se- 
para a aquisição de CÒ 2 e o ciclo de Calvin no tempo em vez 
de no espaço. Se, como a maioria das plantas, elas abrissem 
seus estômatos de dia para adquirir C0 2 , elas iriam transpi- 
rar (perder por evaporação), simultaneamente, quantidades 
de água que, para elas, seriam inaceitáveis. Para minimizar 
essa perda, essas plantas suculentas só absorvem C0 2 à noite, 
quando a temperatura é relativamente fresca. Elas estocam 


este C0 2 em um processo conhecido como metabolismo áci- 
do das crassuláceas (MAC; assim chamado porque foi desco- 
berto pela primeira vez em plantas da família Crassulaceae) 
pela síntese de malato pelas reações da rota C 4 (Fig. 24.41). 
A grande quantidade de PEP necessária para estocar um dia 
de suprimento de C0 2 é obtida por meio da quebra do amido 
via glicólise. Durante o transcorrer do dia, esse malato é que- 
brado em CO ? , que entra no ciclo de Calvin, e em piruvato, 
usado para ressintetizar amido. As plantas MAC são capa- 
zes, dessa forma, de realizar a fotossíntese com uma perda 
mínima de água. 


RESUMO DO CAPÍTULO 


1 Cloroplastos Fotossíntese é a fixação de C0 2 impulsionada 
pela luz para formar carboidratos e outras moléculas biológicas. Em 
plantas, a fotossíntese ocorre no cloroplasto, que consiste em uma 
membrana interna e uma externa circundando o estroma, uma solu- 
ção concentrada de enzimas na qual o sistema de membranas tilacoi- 
des está imerso. A fotossíntese ocorre em dois estágios, as chamadas 
reações de luz, nas quais a energia luminosa é capturada para sinte- 
tizar ATP e NADPH, e as reações de escuro, nas quais estes produ- 
tos são utilizados para impulsionar a síntese de carboidratos a partir 
do C0 2 e H 2 0. A membrana tilacoide é a sede das reações de luz da 
fotossíntese, enquanto as reações de escuro ocorrem no estroma. O 
equivalente do tilacoide em bactérias fotossintéticas é uma porção 
especializada da membrana plasmática chamada de cromatóforo. 

2 Reações de luz A clorofila é o principal fotorreceptor da fo- 
tossíntese. A luz é inicialmente absorvida por complexos coletores 
de luz (CCL), que contêm clorofila e pigmentos acessórios, como 
carotenoides. A excitação resultante então migra via transferência 
de éxciton até atingir o centro de reação da clorofila, onde é aprisio- 
nada. O CL2 de bactérias fotossintéticas púrpuras é uma proteína 
transmembrana que consiste em oito ou nove subunidades rota- 
cionalmente relacionadas, em que cada uma delas liga três molé- 
culas de BChl a e um carotenoide. O CL1, que está similarmente 
arranjado, mas com simetria de ordem 16, contém uma cavidade 
central que liga um centro de reação (CR) fotossintética. A energia 
luminosa absorvida por CL2 é transmitida a CL1, que, por sua vez, 
transmite-a ao CR. 

O CR das bactérias fotossintéticas púrpuras (PbCR) é uma 
proteína que consiste em três subunidades e diversas moléculas pe- 
quenas com atividade redox que estão organizadas como duas ca- 
deias de carreadores de elétrons pseudossimetricamente relaciona- 
das. A principal espécie absorvedora de fótons do centro de reação 
bacteriano de Rps. viridis é um par especial de moléculas de BChl 
b conhecido como P960. Por técnicas de medidas rápidas, foi de- 
terminado que o elétron ejetado por P960 passa por uma terceira 
BChl b até uma molécula de BPheo b localizada em apenas uma 
das duas cadeias (a outra é aparentemente não funcional) e, então, 
sequencialmente, a uma menaquinona (Q A ) e uma ubiquinona (Q q ) . 
AQj resultante é subsequentemente reduzida mais uma vez em um 
segundo processo de transferência de um elétron e, então, toma 
dois prótons do citosol para formar Q B H 2 . Os elétrons tomados por 
essa espécie são devolvidos ao P960 através de um complexo de ci- 
tocromos bc^, citocromo c 2 e, em algumas bactérias fotossintéticas 
púrpuras, um citocromo tipo c de quatro hemes associado ao cen- 
tro de reação fotossintética. Esse processo de transporte cíclico de 
elétrons funciona para transladar prótons, via um ciclo Q mediado 
pelo citocromo bc v do citoplasma para fora da célula. O gradiente 
de prótons resultante impulsiona a síntese de ATP, em um processo 
conhecido como fotofosforilação. Uma vez que a fotossíntese bac- 
teriana não gera os equivalentes redutores necessários em muitos 


processos biossintéticos, as bactérias fotossintéticas requerem uma 
fonte externa de agentes redutores, como o H 2 S. 

Em plantas e em cianobactérias, as reações de luz ocorrem em 
dois centros de reação, aqueles de FSI e FSII, que são eletricamente 
“conectados” em série. Isso permite ao sistema gerar força eletro- 
motiva suficiente para formar NADPH, oxidando H 2 Ü em uma rota 
não cíclica conhecida como esquema Z. Tanto o FSI como FSII con- 
têm sistemas de antena central, e seus CR são evolutivamente rela- 
cionados uns aos outros e ao PbCR. O FSII contém um complexo de 
Mn 4 CaO. que oxida duas moléculas de H 2 0 a quatro H T e 0 2 , em 
quatro etapas de um elétron. Os elétrons são passados individual- 
mente, através de uma cadeia lateral de Tyr chamada Z, ao P680 
foto-oxidado, a espécie absorvedora de prótons do centro de reação, 
um par especial que consiste em duas moléculas de Chi a. O elé- 
tron anteriormente ejetado do P680* passa através de uma série de 
carregadores, que lembram aqueles do PbCR, até um conjunto de 
moléculas de plastoquinona. Os elétrons então entram no complexo 
de citocromos b ( J\ que transporta prótons, através de um ciclo Q, 
do estroma ao espaço do tilacoide. Esses elétrons são transferidos 
individualmente por um carregador de plastocianina diretamente 
ao pigmento absorvedor de prótons foto-oxidado do FSI, o P700, 
um par de Chi a que lembra o par especial do PbCR. O elétron 
que havia sido ejetado anteriormente do P700* migra através dos 
dois lados de uma cadeia bifurcada de moléculas de Chi a e, então, 
através de uma cadeia de três agrupamentos de [4Fe-4S] , para uma 
ferrodoxina (Fd) solúvel que contém um agrupamento [2Fe-2S]. O 
elétron então reduz NADP + em um processo não cíclico mediado 
pela ferrodoxina-NADP -redutase. De forma alternativa, ele pode 
ser devolvido, presumivelmente por uma ferrodoxina-plastoquino- 
na-redutase, ao conjunto de plastoquinona, em um processo cícli- 
co que não requer entrada de elétrons do FSII e apenas translada 
prótons através da membrana tilacoide. O ATP é sintetizado pela 
CFjCF 0 -ATP-sintase, que muito se assemelha ao complexo análogo 
mitocondrial, em uma reação impelida pela dissipação do gradiente 
de prótons através da membrana tilacoide. 

3 Reações de escuro O C0 2 é fixado nas reações fotossintéti- 
cas de escuro de plantas e cianobactérias pelas reações do ciclo de 
Calvin. O somatório do primeiro estágio do ciclo de Calvin fornece 
a reação 3RuBP + 3 C0 2 — ► 6GAP, com o consumo de 9 ATP e 6 
NADPH gerados pelas reações de luz. O segundo estágio recon- 
duz os átomos dos cinco GAP para reformar as três RuBP com 
as quais o ciclo começou, um processo que não requer acréscimo 
adicional de energia livre ou de equivalentes redutores. O sexto 
GAP, o produto do ciclo de Calvin, é utilizado para sintetizar car- 
boidratos, aminoácidos e ácidos graxos. As enzimas controladoras 
de fluxo do ciclo de Calvin são ativadas na luz por meio de varia- 
ções no pH e nas concentrações de Mg e de NADPH e pelo nível 
redox da tiorredoxina. A enzima central do ciclo de Calvin, RuBP- 
carboxilase, catalisa tanto uma reação de carboxilase quanto uma 
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de oxigenase com a RuBP. Essa última reação é a primeira etapa 
do ciclo de fotorrespiração, que libera C0 2 . A taxa de fotorres- 
piração aumenta com a temperatura e diminui com a concentra- 
ção de Cü 2 , de forma que a fotorrespiração constitui um dreno 
significativo de energia na maioria das plantas em dias quentes e 
ensolarados. Os produtos do ciclo de Calvin são convertidos em 
sacarose, amido e celulose, assim como em ácidos graxos e ami- 


noácidos. As plantas C 4 , que são muito comuns nos trópicos, têm 
um sistema para concentrar C0 2 em suas células fotossintéticas, de 
forma a minimizar os efeitos da fotorrespiração, mas ao custo de 2 
ATP por CÜ 2 fixado. Algumas plantas de deserto conservam água 
absorvendo C0 2 à noite e liberando- o para o ciclo de Calvin de dia. 
Este metabolismo ácido das crassulãceas (MAC) ocorre por um 
processo similar ao ciclo C 4 . 
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PROBLEMAS 


1. Por que a clorofila tem a cor verde quando ela absorve nas 
regiões vermelha e azul do espectro (Fig. 24.5) ? 

2. A “maré vermelha” é uma proliferação extensa de certas es- 
pécies de algas, que faz a agua do mar ficar visivelmente vermelha. 
Descreva as características espectrais dos pigmentos fotossintéticos 
dominantes nessas algas. 

3. H 2 k O é adicionada a uma suspensão de cloroplastos capazes 
de fazer fotossíntese. Onde aparece a marcação quando a suspensão 
é exposta à luz? 

4. Indique, onde for apropriado, os componentes análogos das 
cadeias fotos sintéticas transportadoras de elétrons nas bactérias fo- 
tossintéticas púrpuras e nas de cloroplastos. 

5. A antimicina inibe a fotossíntese em cloroplastos. Indique seu 
mais provável sítio de ação e explique seu raciocínio. 

6. Calcule a eficiência energética da fotossíntese cíclica e não cí- 
clica em cloroplastos usando luz de 680 nm. Qual seria esta eficiên- 
cia com luz de 500 nm? Presuma que a formação de ATP requer 59 
kJ * mol” sob condições fisiológicas. 

*7. Qual o gradiente de pH mínimo necessário para sintetizar 
ATP a partir de ADP + P ; ? Assuma [ATPJ/([ADP][PJ) = 10 1 2 3 4 5 6 * 8 , T = 
25°C e que três prótons precisam ser transladados por ATP gerado 
(Ver Tabela 16.3 para informações termodinâ m icas úteis). 

8 . Indique o padrão de marcação médio do ciclo de Calvin na 
ribulose-5-fosfato depois de dois ciclos de exposição a W C0 2 . 


9. Cloroplastos são iluminados até que os níveis dos intermediá- 
rios do ciclo de Calvin atinjam o equilíbrio dinâmico. A luz é então 
desligada. Como variam os níveis de RuBP e 3-PG depois deste 
período? 

10. Qual a eficiência energética do ciclo de Calvin, combinado 
com a glicólise e com a fosforilação oxidativa; ou seja, que percen- 
tual da energia adicionada pode ser metabolicamente recuperada 
na síntese de amido a partir de CQ 2 , usando NADPH e ATP fo- 
tossinteticamente produzidos, em vez de estocar, de alguma forma, 
estes intermediários de “alta energia”? Presuma que cada NADPH 
é energeticamente equivalente a três ATP e que a síntese e a quebra 
de amido são energeticamente equivalentes à síntese e à quebra do 
glicogênio. 

11. Prever o efeito de um desacoplador como dinitrofenol (Fig. 
22.47) na produção de (a) ATP e (b) NADPH em um cloroplasto. 

12. Descrever os efeitos de um aumento na pressão de oxigênio 
nas reações de escuro da fotossíntese. 

13. Se uma planta C 3 e uma planta C 4 são colocadas juntas em uma 
caixa selada iluminada, com umidade suficiente, a planta C 4 se de- 
senvolve com sucesso enquanto a planta C3 adoece e, por fim, mor- 
re. Explique. 

14. As folhas de algumas espécies de plantas de deserto têm gosto 
ácido assim que amanhece, mas, à medida que o dia progride, elas 
ficam sem gosto e então amargas. Explique. 
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CAPITULO 



Metabolismo 
dos Lipídeos 


1 Digestão, absorção e transporte de lipídeos 

2 Oxidação de ácidos graxos 

A. Ativação de ácidos graxos 

B. Transporte através da membrana mitocondrial 

C. p-Oxidação 

D. Oxidação de ácidos graxos insaturados 

E. Oxidação de ácidos graxos de cadeia ímpar 

F. p-Oxidação no peroxissomo 

G. Rotas secundárias de oxidação de ácidos graxos 

3 Corpos cetônicos 

4 Biossíntese de ácidos graxos 

A. Visão geral da rota 

B. Acetil-CoA-carboxilase 

C. Ácido-graxo-sintase 

D. Transporte de acetil-CoA mitocondrial para o citoso! 

E. Alongases e dessatu rases 

F. Síntese de triacilgliceróis 

5 Regulação do metabolismo de ácidos graxos 

6 Metabolismo do colesterol 

A. Biossíntese do colesterol 

B. Controle da biossíntese e transporte do colesterol 

C. Utilização do colesterol 

7 Metabolismo de eicosanoides: prostaglandinas, 
prostaciclinas, tromboxanas, leucotrienos e lípoxinas 

A, Visão geral 

B, A rota cíclica do metabolismo de eicosanoides: 
prostaglandinas, prostaciclinas e tromboxanas 

C, A rota linear do metabolismo de eicosanoides: 
leucotrienos e iipoxinas 

8 Metabolismo de fosfolípídeos e giicolipídeos 

A. Glicerofosfolipídeos 

B. Esfingofosfoiipídeos 

C. Esfingoglicolipídeos 


Os lipídeos desempenham funções indispensáveis para a es- 
trutura e o metabolismo celular. Por exemplo, os triacilgli- 
ceróis são a principal forma de armazenamento de energia 
em animais; o colesterol é um componente vital das mem- 
branas celulares e um precursor dos hormônios esteroides e 
sais biliares; o araquidonato, um ácido graxo insaturado de 
20 carbonos, é o precursor das prostaglandinas, prostacicli- 
nas, tromboxanas, leucotrienos e Iipoxinas, que são potentes 
mediadores intracelulares que controlam vários processos 
complexos; e giicolipídeos e fosfolipídeos complexos são os 


principais componentes das membranas biológicas. Discute- 
-se as estruturas de lipídeos simples e complexos na Seção 
12.1. Na primeira metade deste capítulo, será examinado o 
metabolismo de ácidos graxos e triacilgliceróis, incluindo sua 
digestão, oxidação e biossíntese. Então, será visto como o 
colesterol é sintetizado e utilizado, e como prostaglandinas, 
prostaciclinas, tromboxanas, leucotrienos e Iipoxinas são sin- 
tetizados. Encerra-se este capítulo estudando como glicoli- 
pídeos e fosfolipídeos complexos são sintetizados a partir de 
lipídeos mais simples e carboidratos. 

1 DIGESTÃO, ABSORÇÃO E TRANSPORTE DE LIPÍDEOS 

Triacilgliceróis (também chamados de gorduras ou triglice- 
rídeos) constituem —90% da dieta lipídica e são a principal 
forma de armazenagem de energia metabólica em humanos. 
Os triacilgliceróis são triésteres de glicerol com ácidos gra- 
xos, como os ácidos palmítico e oleico 



o 


l-Palmitoil-2,3-dioleoil-glicerol 

(os nomes comuns e as fórmulas estruturais dos ácidos gra- 
xos biologicamente mais comuns estão listados na Tabela 
12.1). Como a glicose, eles são metabolicamente oxidados 
a C0 2 e H 2 0. Todavia, como a maioria dos átomos de car- 
bono dos triacilgliceróis está em um estado de oxidação 
menor do que os átomos de carbono da glicose, o metabolis- 
mo oxidativo das gorduras fornece mais de duas vezes mais 
energia do que o peso equivalente de carboidrato ou proteína 
desidratados ( Tabela 25.1). Além disso, as gorduras, sendo 
apoiares, são armazenadas em estado anidro, enquanto o 
glicogênio, a forma de armazenamento da glicose, é polar 
e é, consequentemente, armazenado na forma hidratada, 
que contém aproximadamente duas vezes o seu peso seco 
em água. As gorduras, portanto, fornecem em tomo de seis 
vezes mais energia metabólica do que o mesmo peso de gli- 
cogênio hidratado. 

a. A digestão de lipídeos ocorre na interface llpídeo-ãgua 

Uma vez que os triacilgliceróis são insolúveis em água, ao 
passo que as enzimas digestivas são solúveis em água, a di- 
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TABELA 25.1 Conteúdo energético dos constituintes dos 

alimentos 

Constituinte A H (kJ * g _1 peso seco) 

Carboidrato 16 

Gordura 37 

Proteína 17 

Fonte: Newsholme, E.A., and Leech, A.R., Biochemistry for tke Medicai 
Sciences, p. 16, Wiley (1983). 


gestão dos triacilgliceróis ocorre na interface lipídeo-água. 
A taxa de digestão de triacilgliceróis, portanto, depende da 
área de superfície da interface, que é bastante aumentada pe- 
los movimentos peristãlticos do intestino, combinados à ação 
emulsificante dos sais biliares. Estes são poderosos detergen- 
tes digestivos que, como será visto na Seção 25. 6C, são sin- 
tetizados pelo fígado e secretados, através da vesícula biliar, 
para o intestino delgado, onde ocorre a digestão e absorção 
dos lipídeos. 

b. A lipase pancreática requer ativação e possui uma tríade 
catalítica 

A lipase pancreática (triacilglicerol-lipase) catalisa a hidróli- 
se de triacilgliceróis nas posições 1 e 3, formando sequencial- 
mente 1,2-diacilgliceróis e 2-adlgliceróis, j untamente com os 
sais de Na’ eK T dos ácidos graxos (sabões). Esses sabões, 
sendo anfipáticos, auxiliam no processo de emulsificação dos 
lipídeos. 

A atividade enzimática da lipase pancreática é bastan- 
te aumentada quando ela entra em contato com a interfa- 
ce lipídeo-água, um fenômeno conhecido como ativação 
interfacial. A interação da lipase com a interface lipídeo- 
-água requer a presença de micelas mistas de fosfatidilcolina 
(Fig. 12.4) e sais biliares, assim como a presença da proteína 
colipase, que é sintetizada no pâncreas e forma um complexo 
1:1 com a lipase. Esse complexo auxilia a adsorção da enzima 
às gotas de óleo emulsificadas e também estabiliza a enzima 
em uma conformação ativa. As estruturas por raios X, deter- 
minadas por Christian Cambillau, de complexos de lipase- 
-colipase pancreáticas, sozinhos e cocristalizados com mice- 
las mistas de fosfatidilcolina e sais biliares, revelam a base 
estrutural da ativação da lipase e o modo através do qual a 
colipase e as micelas ajudam a lipase a ligar-se na interface 
lipídeo-água (Fig. 25.1). 

O sítio ativo da lipase pancreática de 449 resíduos, loca- 
lizado no domínio N-terminal da enzima, possui uma tríade 
catalítica que muito se assemelha à das serina-proteases 
(Seção 15. 3B; lembre-se que a hidrólise do éster é mecanis- 
ticamente similar à hidrólise peptídica). Em solução aquo- 
sa (Fig. 25.1a), o sítio ativo está coberto por uma “tampa” 
helicoidal de 26 resíduos. Contudo, na presença de micelas 
mistas (Fig. 25.1 b), a tampa sofre uma reorganização estru- 
tural complexa que expõe o sítio ativo; faz uma alça de 10 
resíduos, chamada alça (35, alterar sua conformação de modo 
a formar o bolsão do oxiânion da enzima ativa; e gera uma 
superfície hidrofóbica próxima à entrada do sítio ativo. De 
fato, o sítio ativo do complexo contendo a micela mista pos- 
sui uma região de densidade eletrônica, alongada, que parece 
ser uma molécula de fosfatidilcolina, que contata o resíduo 
de serina da tríade catalítica. 




FIGU RA 25.1 Estruturas por raios X da lipase pancreática 
complexada à colipase. (a) Em solução aquosa, e ( b ) cocristali- 
zada com micelas mistas de fosfatidilcolina e sais biliares. A lipa- 
se está representada na forma de fitas com o domínio N-terminal 
(resíduos 1-366) em ciano, domínio C-terminal (resíduos 337- 
449) em verde, a tampa (resíduos 237-262) em magenta e a alça 
P5 (resíduos 76-85) em cor de laranja. A colipase está em amare- 
lo. Uma molécula de fosfatidilcolina que está ligada ao sítio ativo 
da lipase na Parte ( b ) está representada na forma de bastões com 
o C em verde, O em vermelho e P em cor de laranja. As micelas, 
que possuem estruturas irregulares (p. ex., Fig. 2.9), não estão 
visíveis. (Com base nas estruturas por raios X obtidas por Chris- 
tian Cambillau, LCCMB-CNRS, Marselha, França.) 


A colipase liga-se ao domínio C-terminal da lipase de 
modo que as extremidades hidrofóbicas das três alças que 
compreendem grande parte desta proteína de 90 resíduos se 
estendam a partir do complexo na mesma direção do sítio 
ativo da lipase. Isso cria uma planície hidrofóbica contínua, 
estendendo-se mais de 50 Á além do sítio ativo (parte infe- 
rior da Fig. 25.1b), o que provavelmente auxilia na ligação do 
complexo à superfície lipídica. Na presença de micelas mis- 
tas, a colipase muda de conformação de modo a formar três 
ligações de hidrogênio com a tampa aberta, estabilizando-a 
nessa conformação. 

As micelas mistas não são visíveis na estrutura por raios 
X. Entretanto, estudos de difração de nêutrons de cristais 
de um complexo lipase-colipase-micela, feitos por Juan 
Fontecilla-Camps, no qual a lipase está na sua conformação 
ativa, revelaram que a micela ativada interage não com o sí- 
tio do substrato, mas com a face côncava da colipase e com 
a extremidade adjacente do domínio C-terminal da üpase (à 
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FIGURA 25.2 Ação catalítica da fosfolipase A 2 . A fosfolipase A 2 retira hidroliticamente o resíduo de ácido graxo C2 de um fosfo- 
lipídeo, gerando o lisofosfolipídeo correspondente. As ligações hidrolisadas por outros tipos de fosfolipases, que são nomeadas de 
acordo com suas especificidades, também estão indicadas. 


esquerda na Fig. 25.1 b). Aparentemente, a ligação com a mi- 
cela e a ligação com o substrato envolvem diferentes regiões 
do complexo lipase-colipase. Assim, rigorosamente falando, 
a ativação da lipase parece não ser interfacial, mas, em vez 
disso, ocorre na fase aquosa e requer a ligação da colipase e 
uma micela. 

c. Fosfolipase pancreãtica A 2 possui uma tríade catalítica 
modificada 

Os fosfolipídeos são degradados pela fosfolipase A 2 pancreá- 
tica, que retira hidroliticamente o resíduo de ácido graxo em 
C2 para gerar lisofosfolipídeos correspondentes (Fig. 25.2), 
que também são poderosos detergentes. De fato, o fosfolipí- 
deo lecitina é secretado na bile, provavelmente para auxiliar 
na digestão lipídica. 

A fosfolipase A 2 , assim como a triacilglicerol-lipase, 
preferencialmente catalisa reações nas interfaces. Contudo, 
como revelaram as determinações de estruturas por difração 
de raios X de fosfolipases A 2 de venenos de naja e de abe- 
lhas, feitas por Paul Sigler, seu mecanismo de ativação inter- 
facial difere daquele mecanismo da triacilglicerol-lipase, pois 


não há mudança na sua conformação. Em vez disso, a fosfo- 
lipase A 2 contém um canal hidrofóbico, que fornece acesso 
direto ao substrato, da superfície do agregado fosfolipídico 
(micela ou membrana), até o sítio ativo da enzima ligada. 
Assim, quando abandona sua micela para ligar-se à enzima, 
o substrato não necessita se solvatar e depois se dessolvatar 
(Fig. 25.3), Em contraste, fosfolipídeos solúveis e dispersos 
precisam antes vencer essa importante barreira cinética para 
se ligar à enzima. 

O mecanismo catalítico da fosfolipase A 2 também dife- 
re substancialmente do mecanismo da triacilglicerol-lipase. 
Embora o sítio ativo da fosfolipase A 2 contenha os compo- 
nentes His e Asp de uma tríade catalítica, uma molécula de 
água ligada à enzima ocupa a posição esperada para uma Ser 
de sítio ativo. Além disso, o sítio ativo contém ligado um íon 
cálcio e não forma um intermediário acil-enzima. Sigler, en- 
tão, propôs que a fosfolipase A, catalisa a hidrólise direta do 
fosfolipídeo com uma “díade catalítica” His-Asp, ativando 
uma molécula de água do sítio ativo para realizar um ataque 
nucleofílico sobre o éster, com o íon Ca 2 ’ estabilizando o es- 




Micela de lipídeos 



Fosfolipase A 2 


FIGURA 25.3 Ligação do substrato à fosfolipase A 2 . (ü) Modelo hipotético de fosfolipase A 2 complexada com uma micela de 
Ksofosfatidiletalonamina, mostrado em um corte transversal. A proteína está desenhada em ciano, os grupos da cabeça dos fosfoli- 
pídeos estão em amarelo e suas caudas de hidrocarbonetos estão em azul. Os deslocamentos atômicos calculados do conjunto estão 
indicados por meio de uma série de imagens sobrepostas, tiradas a intervalos de 5 ps. (Cortesia de Raymond Salemme, E.I. du Pont 
de Nemours & Company.) ( b ) Diagrama esquemático de uma interação produtiva entre a fosfolipase A 2 e um fosfolipídeo contido 
em uma micela. 
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tado de transição oxiânion. Contudo, a estrutura por raios X 
determinada subsequentemente, por Mahendra Jain e Brian 
Bahnson, da fosfolipase A 2 em complexo com o mimético do 
intermediário tetraédrico MJ33 

0 CH 2 — O — (CH 2 ) 15 — ch 3 
H 3 c — o— p— o — CH 

1 I 

0“ ch 2 — o — ch 2 — cf 3 

MJ33 (l-Hexadecil-3-ltrifiuoretilJ-src-glicero- 

2-fosfometanol) 

sugere que uma segunda molécula de água, não observada 
anteriormente, que está ligada através do íon Ca 2r , é o nu- 
cleófilo atacante (Fig. 25.4 a). Isso levou à formulação de um 
mecanismo de reação (Fig. 25.46) no qual ambos, a tríade 
catalítica Asp-His-água e o íon cálcio, ativam a segunda mo- 
lécula de água, com o íon cálcio também estabilizando o in- 
termediário tetraédrico resultante. 


d. Sais biliares e proteínas ligadoras de ácidos graxos 
facilitam a absorção intestinal de lipídeos 
A mistura de ácidos graxos e mono e diacilgliceróis produzida 
por digestão lipídica é absorvida pelas células que revestem o 
intestino delgado (a mucosa intestinal), em um processo fa- 
cilitado por sais biliares. As micelas formadas pelos sais bi- 
liares agregam os produtos apoiares da degradação lipídica 
para permitir seu transporte através da camada aquosa que 
reveste a parede intestinal. A importância desse processo é 
demonstrada em indivíduos com duetos biliares obstruídos: 
eles absorvem pouco dos lipídeos ingeridos na dieta e os eli- 
minam na forma hidrolisada nas suas fezes (esteatorreia). 
Evidentemente, sais biliares não são somente um auxílio para 
a digestão lipídica, mas essenciais para a absorção dos produtos 
desta. Sais biliares são igualmente necessários para a absorção 
intestinal eficiente das vitaminas lipossolúveis A, D, E e K. 

No interior das células intestinais, os ácidos graxos for- 
mam complexos com a proteína intestinal ligadora de ácidos 



FIGURA 25.4 Estrutura e mecanismo da fosfolipase A 2 . (a) A es- 
trutura por raios X da fosfolipase A 2 monomérica de porco (em cor- 
-de-rosa), de 124 resíduos, complexada com o mimético do interme- 
diário tetraédrico MJ33. O sítio ativo da enzima contém uma tríade 
catalítica semelhante à das serinoproteases (Fig. 15 -20), com uma 
molécula de água substituindo a Ser catalítica. As cadeias laterais 
de His 48 e Asp 99 da tríade catalítica em conjunto com MJ33 estão 
representadas em forma de bastões, coloridas de acordo com o tipo 
atômico (C, cinza; N, azul; O, vermelho; F, verde; e P, amarelo). A 
molécula de água da tríade catalítica e o íon Ca" " , que é importante 
cataliticamente, estão representados por esferas vermelhas e ciano. 
As ligações de hidrogênio que são importantes cataliticamente e as 
interações de ligação do Ca" estão representados por finas linhas 
pretas. O grupo fosforil tetraédrico do MJ33 presumivelmente 
ocupa a posição da segunda molécula de água, não observada. Os 
resíduos 65 a 74 foram excluídos para melhor clareza. (Com base na 
estrutura por raios X por Mahendra Jain e Brian Bahnson, Univer- 
sity of Delaware, EUA. PDBid 1FXF.) (6) O mecanismo catalítico 
da fosfolipase A 2 . (1) A tríade catalítica ativa a segunda molécula de 
água para atacar o carbono suscetível a hidrólise da carbonila, com 
o íon Ca 2 4 coordenando a molécula de água ativada e estabilizando 
eletrostaticamente o intermediário tetraédrico resultante (em vez de 
agir através da catálise nucleofílica, como ocorre nas serino-protea- 
ses; Fig. 15-23). (2) O intermediário tetraédrico se decompõe, geran- 
do seus produtos. (Segundo Berg, O.G., Gelb, M.H., Tsai, M.-D., e 
Jain, M.K., Chem.Rev 101, 2638 [2001].) 
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FIGURA 25.5 Estrutura por raios X da proteína intestinal 
ligadora de ácidos graxos de ratos em complexo com palmila- 

to. A proteína é mostrada em um modelo em fita colorido de 
acordo com as cores do arco-íris a partir do N-terminal (azul) 
até o C-terminal ( vermelho ). O palmitato é mostrado na forma 
de volume atômico, com C em verde e O em vermelho. (Com 
base em uma estrutura por raios X de J ames Sacchettini, Albert 
Einstein College of Medicine, EUA. PDBid 2IFB.) 

graxos, uma proteína citoplasmática, que serve para aumen- 
tar a solubilidade efetiva dessas substâncias insolúveis na 
água. Além disso, ela protege a célula dos efeitos detergentes 
dos ácidos graxos (relembrando que sabões são sais de ácidos 
graxos). As estruturas por raios X da proteína intestinal liga- 
dora de ácidos graxos de rato, tanto isolada como complexa- 
da com uma molécula de palmitato, foram determinadas por 
James Sacchettini. Essa proteína monomérica, composta de 
131 resíduos de aminoácidos, consiste principalmente em 10 
fitas |3 antiparalelas, organizadas em um conjunto de duas 
folhas (3 quase ortogonais (Fig. 25.5). O palmitato ocupa 
uma lacuna entre duas das fitas [3, de modo tal que está entre 
as folhas |3 com uma orientação que, na maior parte do seu 
comprimento, é mais ou menos paralela às duas fitas [3 (esta 
estrutura foi descrita como uma concha bivalve (3) . O grupo 
carboxil do palmitato interage com Arg 106, Gin 115 e duas 
moléculas de água ligadas, enquanto a cadeia de metileno 
está cercada pelas cadeias laterais de vários resíduos hidrofó- 
bicos, maj oritariamente aromáticos. 

e. Lipídeos são transportados em complexos llpoproteicos 

Os produtos da digestão lipídiea absorvidos pela mucosa 
intestinal são convertidos por estes tecidos a triacilgliceróis 
(Seção 25.4F) e, então, embalados em partículas lipoprotei- 


cas chamadas de quilomícrons. Essas, por sua vez, são libera- 
das na corrente sanguínea pelo sistema linfoide, para alcan- 
çar os tecidos. Similarmente, triacilgliceróis sintetizados pelo 
fígado são embalados em lipoproteínas de densidade muito 
baixa (YLDLs, de very low density lipoproteins ) e liberados 
diretamente no sangue. Essas lipoproteínas, cujas origens, 
estruturas, e funções são discutidas na Seção 12.5, mantêm 
seus componentes lipídicos solúveis em solução aquosa. 

Os triacilgliceróis constituintes dos quilomícrons e das 
VLDLs são hidrolisados em ácidos graxos livres e em glicerol 
nos capilares do tecido adiposo e do tecido muscular esquelé- 
tico pela lipase lipoproteica (Seção 12.5Ba). Os ácidos graxos 
resultantes são captados por esses tecidos, enquanto o glice- 
rol é transportado ao fígado ou aos rins. Ali, é convertido no 
intermediário glicolítico di-hidroxiacetona-fosfato pela ação 
sequencial da glicerol-cinase e da glicerol-3-fosfato-desidro- 
genase (Fig. 25.6). 

A mobilização de triacilgliceróis armazenados no teci- 
do adiposo envolve sua hidrólise em glicerol e ácidos graxos 
livres pela triacilglicerol-lipase sensível a hormônio (ou so- 
mente lipase sensível a hormônio). Os ácidos graxos livres 
são liberados na corrente sanguínea, onde eles se ligam à 
albumina sérica (ou somente albumina), uma proteína mo- 
nomérica solúvel, de 585 resíduos, que compreende aproxi- 
madamente metade das proteínas séricas no sangue. Na au- 
sência de albumina, a solubilidade máxima dos ácidos graxos 
é —10 6 M. Acima dessa concentração, ácidos graxos livres 
formam micelas que agem como detergentes, rompendo pro- 
teínas e estruturas de membrana, sendo portanto tóxicos. 
Porém, a solubilidade efetiva de ácidos graxos complexados 
com albumina pode atingir 2 m M. No entanto, os raros in- 
divíduos com analbuminemia (níveis de albumina bastante 
reduzidos) não sofrem sintomas adversos aparentes; eviden- 
temente, seus ácidos graxos são transportados complexados 
com outras proteínas séricas. 

A estrutura por raios X da albumina sérica humana 
complexada com uma variedade de ácidos graxos comuns, 
determinada por Stephen Curry, revelou que cada molécu- 
la de albumina pode ligar-se a até sete moléculas de ácido 
graxo (Fig. 25.7). Porém esses sítios de ligação possuem di- 
ferentes afinidades pelos ácidos graxos, de modo que, em 
condições fisiológicas normais, a albumina carrega entre 0,1 
e 2 moléculas de ácido graxo por molécula de proteína. A al- 
bumina também se liga a uma gama muito ampla de fárma- 
cos, sendo, portanto, uma grande, e muitas vezes imprevisí- 
vel, influência nas sua farmacocinética (Seção 15.4Ba). De 
fato, grandes quantidades de ácidos graxos no sangue após 
as refeições podem afetar significativamente a farmacociné- 
tica de um fármaco por meio de interações competitivas e/ 
ou cooperativas. 
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FIGURA 25. 7 Estrutura por raios X da albumina sérica huma- 
na complexada com 7 moléculas de ácido palmítico. A proteína 
está representada em um modelo em fita semitransparente 
colorido de acordo com as cores do arco-íris a partir do N- 
-terminal ( azul) até o C-terminal (vermelho). Os ácidos graxos 
estão representados na forma de volume atômico, com C em 
verde e O em vermelho. (Com base em uma estrutura por raios 
X de Stephen Curry, Imperial College of Science, Technology, 
e Medicine, Londres, Reino Unido. PDBid 1E7H.) 


2 0X1 DAÇÃO DE ÁCI DOS G RAXOS 


Os cães alimentados com ácidos graxos de cadeia com nú- 
mero ímpar de carbonos marcados excretaram ácido hipúri- 
co, a amida de glicina com ácido benzoico, ao passo que os 
cães alimentados com ácidos graxos de cadeia com número 
par de carbonos marcados excretaram ácido fenilacetúrico, 
a amida de glicina com ácido fenilacético (Fig. 25.8). Knoop 
então deduziu que o processo de degradação de ácidos gra- 
xos envolve a oxidação do carbono p em relação ao carbono 
carboxílico. Se fosse de outro modo, o ácido fenilacético se- 
ria oxidado até ácido benzoico. Knoop propôs que essa que- 
bra ocorre por um mecanismo conhecido como [I-oxidação, 
no qual o carbono |3 do ácido graxo é oxidado. Foi somen- 
te após 1950, depois da descoberta da coenzima A, que as 
enzimas da oxidação de ácidos graxos foram isoladas e seu 
mecanismo de reação elucidado. Este trabalho confirmou a 
hipótese de Knoop. 

A. Ativação de ácidos graxos 

Antes de os ácidos graxos serem oxidados, eles precisam ser 
“preparados” para as reações em uma reação de acilação 
dependente de ATP para formar acil-CoA-graxo. O proces- 
so de ativação é catalisado por uma família de pelo menos 
três acil-CoA-sintases (também chamadas tiocinases), que se 
diferenciam pela especificidade do comprimento da cadeia. 
Essas enzimas, que estão associadas com o retículo endoplas- 
mático ou com a membrana mitocondrial externa, catalisam 
a reação 

Ácido graxo + CoA + ATP v - 

acil-CoA-graxo + AMP + PP ; 


A estratégia bioquímica da oxidação de ácidos graxos foi 
entendida muito antes do advento de técnicas bioquímicas 
envolvendo purificação enzimática ou o uso de marcadores 
radioativos. Em 1904, Franz Knoop, na primeira vez que 
foram usados marcadores químicos para rastrear rotas me- 
tabólicas, alimentou cachorros com ácidos graxos marcados 
em seu carbono üj (o último) com um anel benzênico e iso- 
lou da urina os produtos metabólicos que continham fenil. 


Na ativação do palmitato marcado com ia O por uma acil- 
-CoA-sintase de cadeia longa, o AMP e os produtos de acil- 
-CoA tornam-se marcados com ia O. Essa observação indica 
que a reação possui um anidrido misto aciladenilato inter- 
mediário, que é atacado pelo grupo sulfidrila da CoA para 
formar um produto tioéster (Fig. 25.9). A reação envolve a 
clivagem e a síntese de ligações com grandes energias livres 
negativas de hidrólise, de tal modo que a troca da energia 
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FIGURA 25.8 Experimento clássico de Franz Knoop indicando que os ácidos graxos são metabolicamente oxidados nos seus 
carbonos-p. Os ácidos graxos de cadeia ímpar marcados com fenil em seus carbonos to são oxidados a um produto, ácido benzoico, 
marcado com fenil no Cj , ao passo que os de cadeia par são oxidados ao produto, ácido fenilacético, marcado com fenil no C 2 . Es- 
ses produtos são excretados como suas respectivas amidas de glicina, ácidos hipúrico e fenilacetúrico. As setas verticais indicam os 
sítios deduzidos de oxidação de carbono. Os produtos C 2 intermediários são oxidados a C0 2 e H 2 0 e, portanto, não foram isolados. 
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FIGURA 25.9 Mecanismo de ativação dos ácidos graxos cata- 
lisado pela acil-CoA-sintase. Experimentos utilizando ácidos 
graxos marcados com s O (*) demonstram que a formação de 
acil-CoA envolve um intermediário anídrido misto aciladenilato. 
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FIGURA 25.10 Acilação da carnitina catalisada pela carniti- 
na-palmitoil-transferase. 


livre associada à reação global é próxima de zero. A reação 
total é completada na célula pela hidrólise altamente exergô- 
nica do pirofosfato (PP ; ) , catalisada pela pirofosfatase inor- 
gânica. Assim, como é comum em rotas metabólicas, uma 
reação que forma uma ligação de “alta energia ” pela hidrólise 
de uma das ligações fosfoanidrido do ATP é completada pela 
hidrólise da segunda destas ligações. 

B. Transporte através da membrana mitocondrial 

Apesar de os ácidos graxos serem ativados para oxidação no 
citosol, eles são oxidados na mitocôndria, como estabelecido 
por Eugene Kennedy e Albert Lehninger, em 1950. Deve- 
-se, portanto, considerar o modo pelo qual a acil-CoA graxa 
é transportada através da membrana mitocondrial interna. 
Uma acil-CoA-graxo de cadeia longa não pode cruzar dire- 
tamente a membrana mitocondrial interna. Em vez disso, sua 
porção acila é primeiramente transferida à carnitina (Fig. 
25.10), um composto que ocorre em tecidos animais e vege- 
tais. Essa reação de transesterificação tem uma constante de 
equilíbrio próxima de 1, o que indica que a ligação 0-acil 
da acil-carnitina tem uma energia livre de hidrólise similar 
à da ligação tioéster. As carnitina-palmitoil-transferases I e 
n, que podem transferir uma variedade de grupos acila, es- 
tão localizadas, respectivamente, nas superfícies externa e 
interna da membrana mitocondrial interna. O processo de 
translado é mediado por uma proteína carreadora específica 
que transporta a acil-carnitina para dentro da mitocôndria 
ao mesmo tempo que transporta a carnitina livre na direção 
oposta. O transporte da acil-CoA consequentemente ocorre 
por meio de quatro reações (Fig. 25.11): 

1. O grupo acila da acil-CoA citosólica é transferido à car- 
nitina, liberando a Co A ao seu conjunto citosólico. 

2. A acil-carnitina resultante é transportada à matriz mito- 
condrial por uma proteína carreadora. 

3. O grupo acil é transferido à molécula de Co A do conj un- 
to mitocondrial. 

4. O produto carnitina retorna ao citosol. 

Assim, a célula mantém conjuntos citosólicos e mitocon- 
driais de Co A separados. O conjunto mitocondrial funcio- 
na na degradação oxidativa do piruvato (Seção 21 .2A) e de 
certos aminoácidos (Seção 26.3E-G), assim como de ácidos 
graxos, enquanto o conj unto citosólico supre a biossíntese de 
ácidos graxos (Seção 25.4). Da mesma forma, a célula man- 
tém conjuntos citosólicos e mitocondriais separados de ATP 
e NAD + . 
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FIGURA 25.11 O transporte de áddos graxos ao interior da mitocôndria. 
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FIGURA 25.12 A rota da p-oxidação de acil-CoA-graxos. 
jfb Ver Figuras animadas 


bém chamada apenas de tiolase), formando acetil-CoA e 
uma nova acil-CoA contendo dois carbonos a menos que a 
original. 

As três primeiras etapas desse processo assemelham-se 
quimicamente às reações do ciclo do ácido cítrico que con- 
vertem succinato a oxalacetato (Seção 21.3F-H): 
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C. fi-Oxidação 

Ácidos graxos são degradados por meio da fi-oxidação da 
acil-CoA-graxo, um processo que ocorre em quatro reações 
(Fig. 25.12): 

1. A formação de uma ligação dupla írans-a,j 3 por meio da 
desidrogenação pela flavoenzima acil-CoA-desidrogenase 
(AD). 

2. A hidratação da ligação dupla pela enoil-CoA-hidratase 
(EH), formando a 3-L-hidroxiacil-CoA. 

3. Desidrogenação dependente de NAD dessa p-hidro- 
xiacil-CoA pela 3-L-hidroxiadl-CoA-desidrogenase (HAD), 
formando a p-cetoacil-CoA correspondente. 

4. A clivagem da ligação C ft -C„ em uma reação de tiólise 
com CoA, catalisada pela p-cetoadl-CoA-tiolase (CT, tam- 


ço 2 

c=o 

ch 2 

! “ 

co 2 

Oxalacetato 

A mitocôndria contém quatro acil-CoA-desidrogenases, 
com especificidades para cadeias de acil-CoA graxas curtas 
(C 4 -C 6 ), médias (C 6 -C 10 ), longas (entre médias e muito lon- 
gas) e muito longas (C 12 -C- lg ). Acredita-se que as reações ca- 
talisadas por essas enzimas envolvam a remoção de um pró- 
ton noQea transferência de um equivalente do íon hidreto 
do C 3 a FAD (Fig. 25.12, Reação 1). A estrutura por raios 
X da acil-CoA-desidrogenase de cadeia média complexada 
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FIGURA 25.13 Diagrama em fita da região do sítio ativo de 
uma subunidade da acil-CoA-desidrogenase de cadeia média 
mitocondrial de fígado suíno, complexada com octanoil- 
-CoA. A enzima é um tetrâmero de quatro subunidades de 
385 resíduos idênticas; cada subunidade liga um grupo prosté- 
tico FAD (verde) e seu substrato octanoil-CoA (cujas porções 
octanoil e CoA estão em azul e branco) em conformações pra- 
ticamente estendidas. A octanoil-CoA liga-se de forma que 
sua ligação C a -C p fique comprimida entre o grupo carboxílico 
do Glu 376 ( vermelho ) e o anel da flavina (verde), consistente 
com a suposição que o Glu 376 é a base que retira o próton 
a na reação de desidrogenação a, (3 catalisada pela enzima. 
(Com base na estrutura por raios X de Jung-Ja Kim, Medicai 
College of Wisconsin, EUA. PDBid 3MDE.) 
ífo Ver Exercício interativo 23 


com octanoil-CoA, determinada por Jung-Ja Kim, mostra 
claramente o modo pelo qual a enzima orienta o grupo bási- 
co (Glu 376), a ligação C a -C p do substrato e o grupo prosté- 
tico FAD para a reação (Fig. 25.13). 

a. A acil-CoA-desidrogenase é reoxidada via cadeia 
transportadora de elétrons 

O FADH 2 , resultante da oxidação do substrato acil-CoA- 
-graxo, é reoxidado pela cadeia transportadora de elétrons 
mitocondrial pelo intermédio de uma série de reações de 
transferência de elétrons. A flavoproteína de transferência 
de elétrons (FTE) transfere dois elétrons de FADH 2 à fla- 
voproteína de ferro-enxofre FTEmbiquinona-oxirredutase, 
que, por sua vez, transfere dois elétrons à cadeia transpor- 
tadora de elétrons mitocondrial por meio da redução da co- 
enzima Q (CoQ; Fig. 25.12, Reações 5-8). A redução do 0 2 a 
H 2 0 pela cadeia transportadora de elétrons, iniciada na eta- 
pa da CoQ, resulta na síntese de 1,5 ATP por par de elétrons 
transferido (Seção 22.2Bc). 

b. A deficiência de acil-CoA-desidrogenase tem 
consequências fatais 

A morte inesperada de uma criança aparentemente saudável, 
muitas vezes durante a noite, foi chamada, na ausência de 
uma explicação aceitável, de síndrome da morte infantil sú- 


bita. Foi demonstrado que a acil-CoA-desidrogenase de ca- 
deia média está deficiente em 10% dessas crianças, fazendo 
essa doença genética prevalecer sobre fenilcetonúria (PKU) 
(Seção 26.3Hd), um defeito genético na degradação da fe- 
nilalanina para o qual recém-nascidos nos Estados Unidos 
são rotineiramente testados. A glicose é o principal substrato 
energético metabólico após as refeições. Quando o nível de 
glicose decai, à medida que aumenta o período de jejum, a 
taxa de oxidação de ácidos graxos precisa aumentar de forma 
correspondente. A súbita morte de crianças que carecem da 
acil-CoA-desidrogenase de cadeia média pode ser causada 
por um desequilíbrio entre o nível de glicose e o da oxidação 
de ácidos graxos. 

A Lys 304, que se toma Glu na mutação mais pre valente 
entre indivíduos com deficiência da acil-CoA-desidrogenase 
de cadeia média, está aproximadamente 20 À distante do sí- 
tio ativo da enzima, por isso não podendo participar na liga- 
ção com substrato ou FAD. Porém, como as cadeias laterais 
de Asp 300 e Asp 346 estão a uma distância de 6 À do Glu 
304, próximas de uma interface entre duas subunidades, pa- 
rece provável que a alta concentração de cargas negativas 
resultante da mutação Lys 304 — > Glu desestabiliza estrutu- 
ralmente a enzima. 

A deficiência de acil-CoA-desidrogenase também foi im- 
plicada na doença jamaicana do vômito, cujas vítimas sofrem 
de vômitos violentos seguidos de convulsões, coma e mor- 
te. Hipoglicemia severa é observada na maioria dos casos. 
Essa condição é resultante do fato de se comer o fruto não 
maduro do castanheiro da África (Blighia sapida), que con- 
tém hipoglidna A, um aminoãcido raro, que é metabolizado 
a metilenociclopropilacetil-CoA (MCPA-CoA; Fig. 25.14). 
Suspeita-se que MCPA-CoA, um substrato para acil-CoA- 
-desidrogenase, passa pelo primeiro estágio da reação que 
essa enzima catalisa, a remoção de um próton do C K , para 
formar um intermediário reativo que modifica covalente- 
mente o grupo prostético FAD da enzima (Fig. 25.14). Como 
uma etapa normal no mecanismo de reação da enzima gera o 
intermediário reativo, MCPA-CoA é chamado de um inibi- 
dor baseado no mecanismo. 

c. Enil-CoA de cadeia longa é convertida em acetll-CoA 
e uma acíl-CoA mais curta pela proteína mitocondrial 
trifuncional 

Os produtos das acil-CoA-desidrogenases são 2-enoil- 
-CoA. Dependendo do tamanho de suas cadeias, seu pro- 
cessamento segue por um dos três sistemas (Fig. 25.12): 
2-enoil-CoA-hidratases (EH), hidroxiacil-CoA-desidro- 
genases (HAD) e (3-cetoacil-CoA-tiolases (CT) de cadeia 
curta, de cadeia média ou de cadeia longa. As versões de 
cadeia longa dessas enzimas estão contidas em uma pro- 
teína octamérica a 4 (3 4 , a proteína mitocondrial trifuncio- 
nal, localizada na membrana mitocondrial interna, A EH e 
a HAD de cadeia longa estão contidas nas subunidades a, 
enquanto a CT de cadeia longa está nas subunidades (3. A 
proteína é, desse modo, uma combinação proteína multi- 
funcional (mais de uma atividade enzimática em uma única 
cadeia polipeptídica) -complexo multienzimãtico (um com- 
plexo de polipeptídeos catalisando mais de uma reação). 
A vantagem de tal enzima trifuncional é a capacidade de 
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FIGURA 25.14 Conversão metabólica de hipoglidna A para gerar um produto que inativa a acil-CoA-desidrogenase. Mudanças 
no espectro sugerem que o grupo prostético FAD da enzima foi modificado. 


canalizar os intermediários em direção ao produto final. 
De fato, nenhum intermediário hidroxiacil-CoA ou cetoa- 
cil-CoA de cadeia longa são liberados na solução por esse 
sistema. 

d. A reação da tlolase ocorre pela hidrólise de éster de 
Claisen 

A etapa final do processo de fi-oxidação de ácidos graxos é a 
reação da tiolase, que forma acetil-CoA e uma nova acil-CoA, 
com dois átomos de carbono a menos do que a que iniciou o 
ciclo. Isso ocorre em cinco etapas de reação (Fig. 25.15): 

1. Um grupo tiol do sítio ativo é adicionado ao grupo jü-ceto 
do substrato. 

2. A quebra da ligação carbono -carbono produz um inter- 
mediário carbânion acetil-CoA, estabilizado pela remoção 
do elétron para o grupo carbonila do tioéster. Esse tipo de 
reação é conhecido como uma hidrólise de éster de Claisen 
(o inverso de uma condensação de Claisen) . A enzima do ci- 
clo do ácido cítrico citrato-sintase também catalisa a reação 
que envolve um intermediário carbânion acetil-CoA estabili- 
zado (Seção 21 .3 A). 

3. Um grupo ácido da enzima protona o intermediário car- 
bânion acetÜ-CoA, produzindo acetil-CoA. 

4 e 5. Finalmente, a Co A desloca o grupo tiol da enzima do 
intermediário enzima-tioéster, produzindo acil-CoA. 

A formação de um intermediário enzima-tioéster envol- 
vendo um grupo tiol do sítio ativo é baseada na observação 
de que a incubação da enzima com [ 14 C] acetil-CoA produz 
um resíduo Cys da enzima marcado especificamente (o re- 
verso das etapas 4 e 5). 


FIGURA 25.15 Mecanismo de ação da p-cetoacil-CoA-tiola- 

se. Um resíduo de Cys do sítio ativo participa da formação do 
intermediário enzima-tioéster. 
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e. A oxidação de ácidos graxos é extremamente exergônica 
A função da oxidação dos ácidos graxos é, obviamente, a 
geração de energia metabólica. Cada ciclo de p-oxidação 
produz um NADH, um FADH 2 e uma acetil-CoA. A oxi- 
dação da acetil-CoA pelo ciclo do ácido cítrico gera FADH 2 
e NADH adicionais, que são reoxidados por meio da fos- 
forilação oxidativa, formando ATP. A oxidação completa 
de uma molécula de ácido graxo é, portanto, um processo 
altamente exergônico, que produz muitos ATP. Por exem- 
plo, a oxidação do palmitoil-CoA (que possui um grupo acil 
graxo C 16 ) envolve sete ciclos de p-oxidação, fornecendo 7 
FADH 2 , 7 NADH e 8 acetil-CoA. A oxidação de oito acetil- 
-CoA, por sua vez, fornece 8 GTP, 24 NADH e 8 FADH,. 
Assim, como a fosforilação oxidativa de 31 moléculas de 
NADH produz 77,5 ATP e a oxidação de 15 FADH 2 produz 
22,5 ATP, subtraindo os dois ATP requeridos para a forma- 
ção da acil-CoA de ácido graxo (Seção 25. 2 A), a oxidação 
de uma molécula de palmitato apresenta um rendimento lí- 
quido de 106 A TP. 

D. Oxidação de ácidos graxos insaturados 

Praticamente todos os ácidos graxos insaturados de origem 
biológica (Seção 12.1 A) contêm apenas ligações duplas em 
cis, que quase sempre começam entre C9 e CIO (referido 
como A 9 ou ligação dupla 9; Tabela 12.1). Ligações duplas 
adicionais, quando existem, ocorrem em intervalos de três 
carbonos, e portanto, nunca são, conjugadas. Dois exemplos 
de ácidos graxos insaturados são os ácidos oleico e linoleico 
(Fig. 25.16). Observe que uma das ligações duplas no ácido 
linoleico está em um carbono ímpar e a outra está em um 
carbono par. Ligações duplas nessas posições nos ácidos 
graxos oferecem três problemas para a rota da p-oxidação, 
que são resolvidos pela ação de quatro enzimas adicionais 
(Fig. 25.17): 

Problema 1: a ligação dupla p, y 

A primeira dificuldade enzimática ocorre na rota do lado 
esquerdo da Fig. 25.17, após o terceiro ciclo da p-oxidação: 
a ligação dupla cis- p,^ resultante, contendo enoil-CoA, 
não é um substrato para a enoil-CoA-hidratase. A enoil- 


FEGURA 25.16 Estruturas de dois áddos graxos insaturados 
comuns. A maioria dos ácidos graxos insaturados contém liga- 
ções duplas em cis não conjugadas. 


"CoA-isomerase, no entanto, converte a ligação dupla 
cis- A 3 para a forma trans- A 2 , mais estável e conjugada por 
éster. 



B Enoil-CoA- B 

isomerase 

Enz Enz 


SCoA 


Esses compostos A 2 são os substratos normais da enoil-CoA- 
-hidratase, de modo que a p-oxidação pode continuar. 

Problema 2: a ligação dupla A 4 inibe a ação da hídratase 
A próxima dificuldade enzimática aparece na rota do lado 
esquerdo da Fig. 25.17 no quinto ciclo da p-oxidação. A 
presença de uma ligação dupla em um átomo de carbo- 
no de numeração par resulta na formação de 2,4-dienoil- 
-CoA, que é um substrato pobre para a enoil-CoA-hidra- 
tase. Contudo, a 2,4-dienoil-CoA-redutase, dependente 
de NADPH, reduz a ligação dupla A 4 . A redutase de E. 
co li produz írans-2-enoil-CoA, um substrato normal para 


FIGURA 25.17 Problemas na oxidação de áddos graxos 
insaturados e suas soluções. O ácido linoleico é usado como 
exemplo. O primeiro problema, a presença de uma ligação du- 
pla p,"y, vista na rota à esquerda, é resolvido pela conversão à 
ligação dupla trans- a,p, catalisada pela enoil-CoA-isomerase. 

O segundo problema na rota à esquerda, o fato de a 2,4-dienoil- 
-CoA não ser um substrato para enoil-CoA-hidratase, é elimi- 
nado pela redução dependente de NADPH da ligação A 4 pela 
2,4-dienoil-CoA-redutase, produzindo o substrato para a p-oxi- 
dação, ír««í-2-enoil-CoA em E. coli e trans -3 - enoil - Co A em 
mamíferos. Por isso, os mamíferos também possuem 3,2-enoil- 
-CoA-isomerase, que converte íram-3-enoil-CoA em trans- 2- 
enoil-CoA. O terceiro problema, a isomerização de 2,5-dienoil- 
-Co A (originada da oxidação de ácidos graxos insaturados com 
ligações duplas em carbonos ímpares) a 3,5-dienoii-CoA pela 
3,2-enoil-CoA-isomerase, é solucionado pela 3,5-2,4-dienoil- 
-CoA-isomerase, que converte 3,5-dienoil-CoA em 2,4-dienoil- 
-CoA, substrato para 2,4-dienoil-CoA-redutase. 
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a fl-oxidação. A redutase de mamíferos, porém, produz 
/raní-3-enoiI-CoA, que, para seguir na rota da |3 -oxidação, 
deve primeiro sofrer isomerização a frans-2-enoil-CoA 
pela 3,2-enoil-CoA-isomerase. 

Problema 3: a isomerização não prevista de 2,5-enoll-CoA 
pela 3,2-enoil-CoA-isomerase 

A 3 ,2-enoil-Co A-isomerase de mamíferos catalisa uma rea- 
ção reversível que interconverte ligações duplas A 1 2 e A 3 . Um 
grupo carbonila é estabilizado, sendo conjugado a uma li- 
gação dupla A 2 . Contudo, a presença de uma ligação dupla 
A 3 (originada de um ácido graxo insaturado com uma liga- 
ção dupla em um carbono de numeração ímpar, como a li- 
gação dupla A 9 do ácido linoleico) é estabilizada da mesma 
forma, sendo conjugada com uma ligação dupla A 3 (rota à 
direita na Fig. 25.17) Se uma 2,5-enoil-CoA é convertida 
pela 3,2-enoil-CoA-isomerase a 3,5-enoil-CoA, que é o que 
ocorre em até 20% das vezes, outra enzima é necessária para 
continuar a oxidação: a enzima 3,5-2,4-dienoil-CoA-isome- 
rase isomeriza 3,5-dieno a 2,4-dieno, que é então reduzida 
pela 2,4-dienoil-CoA-redutase e isomerizada pela 3,2-enoil- 
-Co A-isomerase, como no Problema 2. Após dois ciclos adi- 
cionais de p -oxidação, a ligação dupla ds-A 4 originada da li- 
gação dupla cis- A 12 do ácido linoleico é resolvida do mesmo 
modo do Problema 2. 

E. Oxidação de ácidos graxos de cadeia ímpar 

A maioria dos ácidos graxos possui um número par de car- 
bonos, sendo, portanto, convertidos por completo em acetil- 
-CoA. Algumas plantas e organismos marinhos, contudo, 
sintetizam ácidos graxos com número ímpar de carbonos. O 
último ciclo da j3 - oxidação desses ácidos graxos fornece pro- 
pionil-CoA, o qual é convertido em succinil-CoA para entrar 
no ciclo do ácido cítrico. Propionato, ou propionil-CoA, tam- 
bém é produzido pela oxidação dos aminoácidos isoleucina, 
valina, e metionina (Seção 26 .3E). Além disso, animais ru- 
minantes, como o gado, obtêm a maior parte de suas calorias 
do acetato e do propionato produzidos em seu rúmen (es- 
tômago) pela fermentação bacteriana de carboidratos. Esses 
produtos são absorvidos pelo animal e metabolizados, após a 
conversão à acil-CoA correspondente. 

a. A propionil-CoA-carboxiiase possui um grupo prostético 
biotina 

A conversão de propionil-CoA em succinil-CoA envolve 
três enzimas (Fig. 25.18). A primeira reação é a catalisada 
pela propionil-CoA-carboxilase, uma enzima dependente 
de biotina (Seção 23.1Ab), com composição de subunida- 
des ct 6 p 6 . A reação, que assemelha-se àquela catalisada pela 
enzima homóloga piruvato-descarboxilase, a qual também 
contém biotina, (Seção 23.1 Ac), ocorre em duas etapas 
(Fig. 25.19): 

1. Carboxilação da biotina em NI' por íons bicarbonato, 

como na reação da piruvato-carboxilase (Fig. 23.4). Essa eta- 

pa, que é impelida pela hidrólise concomitante do ATP em 
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FIGURA 25.18 Conversão de propionil-CoA em succinil- 
-CoA» 


ADP e P;, ativa o grupo carboxila resultante para transferên- 
cia, sem adicionar mais energia. 

2. Transferência estereoespecífica do grupo carboxila 
ativado da carboxibiotina a propionil-CoA para formar 
(5) -metilmalonil- Co A. Essa etapa ocorre via ataque nucleo- 
fílico à carboxibiotina por um carbânion em C2 do propionil- 
-CoA (ver a seguir). 

Essas duas etapas da reação ocorrem em diferentes 
sítios catalíticos na propionil-CoA-carboxilase. Por isso, 
parece que a ligação biotinil-lisina, que conecta o anel de 
biotina à enzima, forma uma cadeia flexível que permite a 
transferência eficiente do anel de biotina entre esses dois sí- 
tios ativos, como ocorre com a enzima piruvato-carboxilase 
(Seção 23.1Ae). 

A formação do carbânion C2 na segunda etapa da rea- 
ção da propionil-CoA-carboxilase envolve a remoção de um 
próton a de um tioéster. Este próton é relativamente ácido, 
já que, como visto na Seção 25.2Cd, a carga negativa em um 
carbânion ct de um tioéster pode ser deslocada para o grupo 
carbonila do tioéster. Isso explica o caminho relalivamente 
incomum seguido na conversão de propionil-CoA a succinil- 
-CoA (Fig. 25.18). Seria mais simples, ao menos no papel, 
esse processo acontecer em uma etapa, com a carboxilação 
ocorrendo no C3 de propionil-CoA, de modo a formar pro- 
pionil-CoA diretamente. Porém, o carbânion C3 requerido 
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I IGURÂ 25.19 A reação da propionil-CoA-carboxilase. (1) A carboxilação da biotina, com a hidrólise concomitante de ATP, é 
seguida por (2) carboxilação de um carbânion propionil-CoA por seu ataque a carboxibiotina. Cada etapa da reação provavelmen- 
te envolve a formação intermediária de C0 2 , como ocorre na reação da piruvato-carboxilase (Fig. 23.4). 


para tal carboxilação possui uma alta energia livre de forma- 
ção. Em vez disso, a natureza escolheu uma rota mais fácil, 
ainda que indireta, que carboxila propionil-CoA em uma 
posição mais reativa e então rearranja o esqueleto C 4 para 
formar o produto desejado. 
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b. A metilmalonil-CoA-mutase contém o grupo prostético 
coenzima B 12 

Metilmalonil-CoA-mutase, que catalisa a terceira reação da 
conversão de propionil-CoA em succinil-CoA (Fig. 25.18), 
é específica para (/?)-metilmalonil-CoA, mesmo que a 
propionil-CoA-carboxilase sintetize estereoespecificamen- 
te (S)-metilmalonil-CoA. Essa conversão é corrigida pela 
metilmalonil-CoA -racemase, que interconverte as confi- 
gurações (R) e (5) de metilmalonil-CoA, presumivelmente 
promovendo a dissociação reversível de seu a-H ácido pela 
formação de um intermediário carbânion estabilizado por 
ressonância: 
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FIGURA 25.20 O rearranjo catalisado pela metilmalonil’ 
-CoA-mutase. 
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A metilmalonil- CoA-mutase, que catalisa um rearran- 
jo incomum no esqueleto de carbono (Fig. 25.20), utiliza o 
grupo prostético 5'-desoxiadenosilcobalamina (também 
chamado de coenzima B u ). Dorothy Hodgkin determinou 
a estrutura dessa molécula complexa (Fig. 25.21) em 1956, 
por meio da análise de cristalografia por raios X combina- 
da com estudos de degradação química, uma elucidação que 
se constitui em um marco na bioquímica. A 5'-desoxiadeno- 
silcobalamina contém um anel corrina do tipo heme, cujos 
quatro átomos de N pirrólicos coordenam um íon Co com 
seis ligantes. O quinto ligante do cobalto na coenzima livre 
é um N do nucleotídeo 5,6-dimetilbenzimidazol (DMB) , que 
está ligado covalentemente ao anel D da corrina. O sexto li- 
gante é um grupo 5'-desoxiadenosil no qual o átomo C5' da 
desoxirribose forma uma ligação co valente C — Co, uma das 
duas únicas ligações carbono-metal conhecidas em biologia, 
(a outra é uma ligação C — Ni na enzima bacteriana monóxi- 
do de carbono-desidrogenase). Em algumas enzimas, o sexto 
ligante é, em vez disso, um grupo CH 3 que também forma 
uma ligação C — Co. 
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HOH 2 C 


5'-Desoxiadenosilcobalamina (coenzima B 12 ) 


FIGURA 25.21 A estrutura da 5'-desoxia' 
denosilcobalamina (coenzima B 12 ). 
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A ligação reativa C-Co da 5'-desoxiadenosilcobalamina 
participa de dois tipos de reações catalisadas por enzimas: 

1. Re arranjos nos quais um átomo de hidrogênio é direta- 
mente transferido entre dois átomos de carbono adjacentes, 
com permuta concomitante do segundo substituinte, X: 

H X X H 


onde X pode ser um átomo de carbono com substituintes, um 
átomo de oxigênio de um álcool, ou uma amina. 

2. Transferência de grupos metila entre duas moléculas. 

Existem cerca de 12 enzimas dependentes de cobalamina 
conhecidas. Contudo, somente duas ocorrem em sistemas de 
mamíferos: (1) a metilmalonil-CoA-mutase, que catalisa um 
rearranjo no esqueleto de carbono (o grupo X no rearr an- 
jo é — COS Co A; Fig. 25.20) e é a única enzima contendo 
B 12 que ocorre em ambos, eucariotos e procariotos; e (2) a 
metionina-sintase, uma enzima de transferência de metila 
que participa da biossíntese de metionina (Seções 26.3Ec 
e 26 .5B). Falhas na metilmalonil-CoA-mutase resultam em 
acidúria metilmalônica, uma condição que é frequentemen- 
te fatal na infância devido à acidose (baixo pH do sangue). 
Para combater essa acidose, faz-se necessária uma dieta li- 
vre de ácidos graxos de cadeia ímpar e baixa em resíduos de 


aminoácidos que são degradados a propionil-CoA (Ile, Vai 
e Met; Seção 26.3E). 

c. A reação da metilmalonil-CoA-mutase ocorre via um 
mecanismo de radicais livres 

A metilmalonil-CoA-mutase de Propionibacterium sherma - 
nii é um ap heterodímero cuja subunidade a, cataliticamente 
ativa, de 728 resíduos, é 24% idêntica à sua subunidade p, 
cataliticamente inativa, de 628 resíduos. Por oposição, a en- 
zima humana é um homodímero cujas subunidades são 60% 
idênticas na sequência à subunidade a de P. shermanii. Por 
isso, estima-se que a subunidade p de P. shermanii seja um 
fóssil evolutivo. 

A estrutura por raios X da metilmalonil-CoA-mutase 
de P. shermanii em complexo com o análogo do substrato 
2-carboxipropil-CoA (que não possui o átomo de oxigênio 
do tioéster da metilmalonil-CoA) foi determinada por Philip 
Evans. Seu cofator, a coenzima B 12 , está disposto entre os 
dois domínios da subunidade a: um barril a/p N-terminal de 
559 resíduos (barril TIM, o motivo enzimático mais comum; 
Seção 8.3Bh) e um domínio a/p C-terminal de 169 resíduos, 
que assemelha-se ao dobramento de Rossman (Seção 8.3B). 
A estrutura do barril a/p contém alguns aspectos surpreen- 
dentes (Fig. 25.22): 

I. Os sítios ativos de quase todas as enzimas contendo bar- 
ris a/p estão localizados nas extremidades C-terminais das fi- 



FIGURA 25.22 A estrutura por raios X da metiimalonil-CoA-mutase de P. shermanii complexada com 2-carboxipropil-CoA e 
coenzima B 12 . (a) O domínio N-terminal da subunidade a cataliticamente ativa está em ciano, com as fitas p do barril a/p em cor 
de laranja e o domínio C-terminal em cor-de-rosa. A 2-carboxipropil-CoA ( magenta ) e a coenzima B 12 (verde) estão representadas 
em modelo de volume atômico. A 2-carboxipropil-CoA atravessa o centro do barril a/p e está orientada de modo a permitir que o 
grupo metilmalonil da metilmalonil-CoA entre em contato com o anel corrina da coenzima B 1Z , que está comprimida entre os do- 
mínios N- e C-terminais da enzima. (6)0 arranjo da coenzima B 12 e da 2-carboxipropil-CoA que, em conjunto com a cadeia lateral 
da His 610, estão representadas em forma de bastões e coloridas de acordo com o tipo atômico (C da coenzima B 12 e da His, verde; 
C da 2-carboxipropil-CoA, ciano; N, azul; O, vermelho; P, magenta; e S, amarelo). O átomo de Co do anel da corrina está represen- 
tado por uma esfera lilás, e as fitas p do barril a/p estão representadas por fitas em cor de laranja. A vista é similar à Parte a. Ob- 
serve que o grupo DMB ( abaixo ) oscilou para longe do anel da corrina (visto na margem) para ser substituído pela cadeia lateral 
de His 610 do domínio C-terminal e que o grupo 5'-desoxiadenosil não está visível. (Com base na estrutura por raios X obtida por 
Philip Evans, MRC Laboratory of Molecular Biology, Cambridge, Reino Unido. PDBid 7REQ.) Ver Exercício interativo 24 
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tas (3 do barril. Porém, nametilmalonil-CoA-mutase, a 5'-de- 
soxiadenosilcobalamina (coenzima B 12 ) está prensada contra 
a extremidade N-terminal das fitas p do barril. 

2 . Na coenzima B 12 livre, o átomo de cobalto está ligado de 
forma axial pelo grupo 5'CH 2 do resíduo adenosil e pelo áto- 
mo de N do grupo D MB (Fig. 25.21). Na enzima, contudo, 
o grupo D MB desloca-se lateralmente e é substituído pela 
cadeia lateral do resíduo His 610 do domínio C-terminal. O 
grupo adenosil não é visível na estrutura devido ao desarran- 
jo e, provavelmente, também deslocou-se lateralmente. 

3 . Em quase todas as outras enzimas contendo barris a/p 
conhecidas, o centro do barril se encontra obstruído por ca- 
deias laterais longas e frequentemente ramificadas. Contudo, 
na metilmalonil-CoA-mutase, o grupo panteteína da 2-car- 
boxipropil-CoA estende-se ao longo de um estreito túnel 
através do centro do barril a/p, de modo a colocar o grupo 
metilmalonil de um substrato intacto próximo da face não 
ligada do anel de cobalamina. Esse túnel fornece o único 
acesso direto à cavidade do sítio ativo, evitando assim que os 
radicais livres intermediários reativos produzidos na reação 
catalítica sofram reações secundárias (ver a seguir) . O túnel é 
revestido por pequenos resíduos hidrofüicos (Ser e Thr), 

O modo de ligação ao substrato da metilmalonil- Co A-mu- 
tase assemelha-se ao de outras enzimas de estruturas conhe- 
cidas que contêm coenzima B 12 , um conjunto peculiar entre 
proteínas contendo barris a/p. 

O mecanismo proposto para a reação da metilmalonil- 
-CoA-mutase (Fig. 25.23) começa com uma divagem homo- 
lítica da ligação C — Co (III) da cobalamina (cada átomo de C 
e Co adquire um dos elétrons que formam o par eletrônico 
da ligação hidrolisada). O íon Co alterna-se entre seus es- 
tados de oxidação Co(III) e Co(II) (os dois estados são dis- 
tinguíveis por espectroscopia: Co[III] é vermelho e diamag- 
nético [sem elétrons desemparelhados], enquanto Co[II] é 
amarelo e paramagnético [elétrons desemparelhados] ) . Note 
que uma reação de clivagem homolítica é incomum em biolo- 
gia; a maioria das outras reações de quebra de ligação ocorre 
por clivagem heterolítica (na qual o par eletrônico que forma 
a ligação é adquirido completamente por um dos átomos a 
serem separados) . 

A função da coenzima B l2 no processo catalítico é a de 
um gerador reversível de radicais livres. A ligação C — Co(III) 
é apropriada para essa função por ser inerentemente fraca 
(energia de dissociação 109 kJ* mol), sendo enfraquecida 
ainda mais pelas interações estéricas com a enzima. De fato, 
como a Fig. 25.22 indica, o átomo de Co da metilmalonil- 
-CoA-mutase não possui um sexto ligante e, por isso, está 
em seu estado Co(II), o que foi confirmado por determina- 
ções espectroscópicas. A ligação His N — Co é extremamente 
longa (2,5 À contra 1,9 a 2,0 Â em várias outras estruturas 
contendo coenzima B 12 ). Foi proposto que essa ligação tensa 
e, consequentemente, fraca estabiliza o estado Co(II) em re- 
lação ao Co(III), favorecendo a formação do radical adenosil 
e facilitando a clivagem homolítica por meio da qual a reação 
ocorre (Fig. 25.23). O radical adenosil presumivelmente reti- 
ra um átomo de hidrogênio do substrato, facilitando a reação 
de rearranjo por meio da formação de um intermediário de 
um radical ciclopropiloxi. 


d. A succinil-CoA não é díretamente consumida no cicio do 
ácido cítrico 

A metilmalonil-CoA-mutase catalisa a conversão de um 
metabólito a um intermediário C 4 do ciclo do ácido cí- 
trico, e não a acetil-CoA. Por isso, a rota de oxidação de 
succinil-CoA não é tão simples como parece. O ciclo do 
ácido cítrico regenera todos os seus intermediários C 4 , de 
modo que esses compostos são de fato catalisadores, e não 
substratos. Consequentemente, a succinil-CoA não sofre 
degradação pelas enzimas do ciclo do ácido cítrico. Em 
vez disso, para que um metabólito sofra oxidação pelo ciclo 
do ácido cítrico, ele deve primeiramente ser convertido em 
piruvato ou diretamente em acetil-CoA. Isso é obtido pela 
conversão, via ciclo do ácido cítrico, em malato. Em altas 
concentrações, o malato é transportado por uma proteína 
carreadora específica ao citosol, onde ocorre a descarboxi- 
lação oxid ativa a piruvato e C0 2 pela enzima málica (ma- 
lato -de si drogen ase) : 
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(Previamente encontrou-se essa enzima no ciclo C 4 da fo- 
tossíntese; Fig. 24.41.) O piruvato é, então, completamente 
oxidado pela piruvato -desidrogenase e pelo ciclo do ácido 
cítrico. 


e. A anemia perniciosa resulta da deficiência de vitamina B 12 
A existência da vitamina B 0 foi descoberta quando, em 1926, 
George Minot e William Murphy descobriram que a anemia 
perniciosa, uma doença rara mas frequentemente fatal nos 
idosos, caracterizada pela redução do número de glóbulos 
vermelhos, por baixos níveis de hemoglobina (por razões 
explicadas na Seção 26. 4D) e pela deterioração neurológi- 
ca progressiva (causada pelo acúmulo de resíduos de ácidos 
graxos de cadeia ímpar em membranas neuronais), podia ser 
tratada por meio do consumo diário de grandes quantidades 
de fígado cru (um tratamento que alguns pacientes consi- 
deravam pior que a doença). Entretanto, somente em 1948, 
após um ensaio bacteriológico para o fator antianemia perni- 
ciosa, a vitamina B 12 foi isolada. 

A vitamina B L2 não é sintetizada por plantas nem por 
animais, somente por algumas espécies de bactérias. Os 
herbívoros obtêm vitamina B 12 das bactérias que habitam 
seu trato digestório (na verdade, alguns animais, como o 
coelho, devem periodicamente comer um pouco de suas 
fezes para obter quantidades suficientes dessa substância 
essencial). Os seres humanos, no entanto, obtêm quase 
toda vitamina B 12 diretamente da dieta, em especial da car- 
ne. No intestino, a glicoproteína fator intrínseco, secreta- 
da pelo estômago, liga especificamente a vitamina B 12 , e o 
complexo proteína- vitamina é absorvido via um receptor na 
mucosa intestinal. O complexo dissocia-se e a vitamina B 12 
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liberada é transportada à corrente sanguínea. No sangue, 
pelo menos três proteínas plasmáticas diferentes, chamadas 
transcobalaminas, ligam a vitamina e facilitam sua captação 
pelos tecidos. 

A anemia perniciosa, em geral, não é uma doença de 
deficiência da dieta, mas normalmente resulta de uma se- 
creção insuficiente do fator intrínseco, frequentemente de- 


vida a um ataque autoimune às células que o produzem. A 
necessidade humana normal de cobalamina é muito peque- 
na, ~3 |ULg ao dia, e o fígado armazena um suprimento des- 
sa vitamina suficiente para 3 a 5 anos. Isso justifica o início 
tardio da anemia perniciosa e o fato de a deficiência dieté- 
tica de vitamina B í2 , mesmo entre vegetarianos estritos, ser 
extremamente rara. 
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FIGURA 25.23 O mecanismo proposto da metilmalonil-CoA-mutase. (1) A clivagem homolítica da ligação C-Co(III) produz 
um radical 5'-desoxiadenosil e cobalamina no estado de oxidação Co(II), (2) O radical 5'-desoxiadenosil retira um átomo de hidro- 
gênio da metilmalonil-CoA, gerando um radical metümalonil-CoA. (3) Rearranjo do esqueleto de carbono para formar o radical 
sucdnil-CoA por intermédio do radical ciclopropiloxi intermediário. (4) O radical succinil-CoA retira um átomo de hidrogênio da 
5'-desoxÍadenosina para formar succinil-CoA e regenerar o radical 5'-desoxiadenosil. (5) A liberação de succinil-CoA e a regenera- 
ção da coenzima. 
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F. fi-oxidação no peroxissomo 

Em células de mamíferos, a maior parte da p-oxidação ocor- 
re na mitocôndria, porém peroxissomos (Fig. 25.24) também 
oxidam ácidos graxos, especialmente aqueles de cadeias mui- 
to longas ou ramificadas. A fi-oxidação peroxissômica em 
animais encurta cadeias muito longas de ácidos graxos (> 22 
átomos de carbono ), para facilitar sua degradação pelo sis- 
tema de fi-oxidação mitocondrial. Em leveduras e plantas, a 
oxidação de ácidos graxos ocorre exclusivamente nos peroxis- 
somos e nos glioxissomos (que são peroxissomos especializa- 
dos, Seções 23.2 e 1.2Ad). 

A p-oxidação peroxissômica resulta nas mesmas al- 
terações químicas que ocorrem na rota mitocondrial, em- 
bora as enzimas dessas duas organelas sejam diferentes. 
A proteína que transporta ácidos graxos de cadeia muito 
longa ao interior do peroxissomo, a proteína ALD (ver a 
seguir) , não necessita de carnitina. Os ácidos graxos de ca- 
deia muito longa que adentram o peroxissomo são ativa- 
dos por uma acil-CoA-sintase de cadeia longa para formar 
ésteres de Co A, sendo oxidados diretamente. As acil-CoA 
que tiveram sua cadeia encurtada por esse processo de p"' 
-oxidação, são, então, ligadas à carnitina, para ser trans- 
portadas para a mitocôndria, onde são adicionalmente 
oxidadas. 

a. A adrenoieucodistrofia é causada por um defeito na 
proteína ALD 

A adrenoieucodistrofia (ALD) é uma doença hereditá- 
ria rara ligada ao cromossomo X que resulta em dano ce- 
rebral progressivo e falência da glândula suprarrenal. Ela 
causa acúmulo de ácidos graxos saturados de cadeia muito 
longa no sangue. Estes destroem a bainha isolante de mie- 
lina que reveste os axônios de muitos neurônios (Seção 
20.5Bc). Seus diversos sintomas neurológicos tornam-se 
evidentes entre os 4 e os 10 anos e são normalmente fatais 
entre 1 e 10 anos (exceto após um transplante de medula 
óssea bem-sucedido). A ALD é causada por uma proteína 
ALD, um transportador ABC (Seção 20.3E), defeituosa. 
Consequentemente, nos pacientes com ALD, o ácido lig- 
nocérico (24:0; n:m indicando um ácido graxo C n com m li- 
gações duplas) é convertido em lignoceroil-CoA a apenas 
13% da taxa normal, embora uma vez formado, ele seja oxi- 
dado na velocidade normal. 

b. A p-oxidação peroxissômica difere em detalhes da 
p-oxidação mitocondrial 

A rota da p-oxidação nos peroxissomos difere da mitocon- 
drial em alguns aspectos: 

1. A primeira enzima na rota peroxissômica, a acil-CoA- 
-oxidase, catalisa a reação: 

Acil-CoA-graxo + 0 2 > frarcs - A 2 -e noil- Co A + H 2 0 2 

Essa reação envolve a participação do cofator FAD, mas os 
elétrons removidos são transferidos diretamente ao 0 2 , em 
vez de serem transferidos pela cadeia transportadora de elé- 
trons com a concomitante fosforilação oxidativa (Fig. 25.12). 
A oxidação peroxissômica de ácidos graxos é, portanto, me- 
nos eficiente que o processo mitocondrial, gerando dois ATP 



FIGURA 25.24 Peroxissomos. Estas organelas membranosas 
(membrane-bounded) desempenham diversas funções meta- 
bólicas, incluindo a oxidação de ácidos graxos de cadeia muito 
longa. (© Donald Fawcett/Visuals Unlimited.) 


a menos por ciclo de C 2 . A catalase peroxissômica converte o 
H 2 0 2 produzido em H 2 0 e 0 2 (Seção 1.2Ad). 

2. As atividades da enoil-CoA-hidratase e da 3-L-hidroxia- 
cil-CoA-desidrogenase peroxissômicas ocorrem em um úni- 
co polipeptídeo, sendo, portanto, enzimas multifuncionais. 
As reações catalisadas são idênticas às do sistema mitocon- 
drial (Fig. 25.12). 

3. A tiolase peroxissômica possui uma especificidade di- 
ferente, em relação ao tamanho da cadeia, da equivalente 
mitocondrial. Essa enzima é quase inativa com acil-CoA de 
comprimento C g ou menor, de modo que os peroxissomos 
oxidam ácidos graxos de forma incompleta. 

Embora a p-oxidação peroxissômica não sej a dependen- 
te do transporte de grupos acil para o peroxissomo como os 
ésteres de carnitina, o peroxissomo contém carnitina-acil- 
-transferases. Acil-CoA que tiveram sua cadeia encurtada 
pela p-oxidação peroxissômica são, então, convertidas aos 
seus ésteres de carnitina. Tais substâncias, na sua maioria, 
difundem-se de modo passivo do peroxissomo para a mito- 
côndria, onde são posteriormente oxidadas. 

G. Rotas secundárias na oxidação de ácidos graxos 

A p-oxidação é bloqueada por um grupo alquil no C p de um 
ácido graxo, portanto em qualquer átomo de carbono ím- 
par. Tal ácido graxo de cadeia ramificada, componente co- 
mum na dieta, é o ácido Gtânico. Esse produto metabólico 
da hidrólise da cadeia lateral fitol da clorofila (Seção 24.2A) 
está presente em laticínios, gorduras de ruminantes e peixes. 
Surpreendentemente, a própria clorofila é uma fonte pobre 
de ácido fitânico para humanos. A oxidação de um ácido gra- 
xo de cadeia ramificada, tal qual o ácido fitânico, é facilitada 
pela a-oxidação (Fig. 25.25). Nesse processo, o ácido graxo 
é convertido em tioéster de CoA, e seu C tt é hidroxilado pela 
fitanoil-CoA-hidroxilase, que contém Fe 1 2 . O tioéster de 
CoA resultante é descarboxilado oxidativamente para ge- 
rar um novo ácido graxo, que não teve seu C p substituído. A 
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degradação posterior da molécula continua pelos seis ciclos 
normais da p -oxidação, gerando três propionil-CoA, três 
acetil-CoA e um 2-metilpropionil-CoA (que é convertido a 
succinil-CoA). 

Uma falha genética rara, a doença de Refsum ou síndro- 
me do armazenamento de ácido fitânico, resulta da acumu- 
lação desse metabólito por todo o corpo. A doença, carac- 
terizada por dificuldades neurológicas progressivas, como 
tremores, modo de andar irregular e visão noturna falha, é 
decorrência de uma fitanoil-CoA-hidroxilase defeituosa. 
Consequentemente, seus sintomas podem ser atenuados por 
uma dieta que restringe o consumo de alimentos que conte- 
nham ácido fitânico. 

Ácidos graxos de cadeias média e longa são convertidos 
em ácidos dicarboxílicos pela w- oxidação (oxidação do úl- 
timo átomo de carbono). Esse processo, catalisado por en- 
zimas do RE, envolve a hidroxilação do átomo C w do ácido 
graxo pelo citocromo P450, uma mono-oxigenase que utiliza 
NADPH e 0 2 (Seção 15.4Bc). Esse grupo CH 2 — OH é oxi- 
dado a um grupo carboxil, convertido a uma CoA derivada 
de qualquer uma das extremidades e oxidada pela rota da 
p-oxidação. A w-oxidação provavelmente possui uma signifi- 
cância menor na oxidação de ácidos graxos. 


ÇHg ÇH 3 0 

CH 3 -(- CH— CH 2 — CH 2 — CH 2 4 ch - CH 

Pristanal 

NAD(P) + 


NAD(P)H 


CH, 


Aldeído-desidrogenase 


CH 3 O 

í 4 

CH 3 4 CH — CH 2 - CH 2 - CH 2 ch - c 


\ 


Ácido pristânico 

ATP + CoA 


O 


AMP + PP ; 


Acil-CoA-sintetase 


CH, 


CH 3 O 


CH q -( CH CH 2 4 CH 2 — CH 2 S) 3 CH — C — SCoA 


3 CORPOS CETÔNICOS 

A acetil-CoA produzida pela oxidação de ácidos graxos 
nas mitocôndrias do fígado pode ser oxidada adicional- 
mente no ciclo do ácido cítrico, como discutido no Capítulo 
21. No entanto, uma fração significativa dessa acetil-CoA 
tem outro destino. Por um processo conhecido como ce- 
togênese, que ocorre principalmente nas mitocôndrias do 
fígado, a acetil-CoA é convertida em acetoacetato ou em 
D- [Í-hidroxibutirato. Esses compostos, juntamente com a 
acetona, são referidos um tanto imprecisamente como cor- 
pos cetônicos: 
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F 1GURÂ 25.25 Rota da a-oxidação de ácidos graxos. O ácido 
fitânico, um produto da degradação da cadeia lateral fitol da 
clorofila, é metabolizado pela a-oxidação em ácido pristânico, 
seguido da (3 -oxidação. 


Os corpos cetônicos são combustíveis metabólicos importan- 
tes para vários tecidos periféricos, em particular para o cora- 
ção e para o músculo esquelético. O cérebro, em circunstân- 
cias normais, utiliza apenas a glicose como fonte de energia 
(ácidos graxos são incapazes de cruzar a barreira hematoen- 
cefálica), mas, durante um jejum prolongado, os corpos cetô- 
nicos tornam-se a principal fonte de combustível metabólico 
do cérebro (Seção 27.4A). Corpos cetônicos são equivalentes 
hidrossolúveis dos ácidos graxos. 
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A formação de acetoacetato ocorre em três reações (Fig. 
25.26): 


A reação geral catalisada pela HMG-CoA-sintase e pela 
HMG-CoA-liase é 


1. Duas moléculas de acetil-CoA são condensadas a ace- 
toacetil-CoA pela tiolase (também chamada de acetil-CoA- 
-acetiltransferase) , atuando na direção inversa à da etapa 
final da p -oxidação (Seção 25.2Cd). 

2. A condensação de acetoacetil-CoA com uma terceira 
acetil-CoA pela HMG-CoA-sintase forma p hidroxi-pme- 
tilglutaril-CoA (HMG-CoA). O mecanismo dessa reação 
assemelha-se ao inverso da reação da tiolase (Fig. 25.15), 
em que o grupo tiol do sítio ativo forma um intermediário 
acil-tioéster. 

3. A HMG-CoA é degradada a acetoacetato e a acetil- 
-CoA em uma clivagem catalisada pela HMG-CoA-liase. 
O mecanismo dessa reação é análogo ao inverso da reação 
da citrato-sintase (Seção 21.3A). (HMG-CoA é também um 
precursor da biossíntese de colesterol, podendo ser desviado 
com esse propósito, como é discutido na Seção 25.6A.) 


Acetoacetil-CoA + H 2 0 » acetoacetato + CoA 

Alguém pode perguntar por que essa reação de hidrólise 
aparentemente simples ocorre de uma maneira tão indireta. 
A resposta não está clara, mas pode estar embutida na regu- 
lação do processo. 

Acetoacetato pode ser reduzido a D-p-hidroxibutirato 
pela (1-hidroxibutirato-desidrogenase: 


ch 3 

c=o 

ch 2 

co 2 


H + + 

NADH NAD+ 



P-hidroxibutirato- 

desidrogenase 


CH 3 

I 

HO— C— H 

I 

ch 2 

I 

co 2 


Acetoacetato 


o-p-Hidroxibutirato 


O 


CH 3 — C — SCoA 

Acetil-CoA 


O 

+ CHg— c — SCoA 

Acetil-CoA 


H— SCoA 
O 



Tiolase (acetil-CoA- 
acet iltransferas e) 


i' 


O 


Observe que esse produto é um estereoisômero da L-p-hi- 
droxiacil-CoA que ocorre na rota da p-oxidação. O acetoa- 
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HGURA 25.26 Cetogênese: as reações enzimáticas que for- 
mam acetoacetato a partir da acetil-CoA. (1) Duas moléculas 
de acetil-CoA condensam para formar acetoacetil-CoA em 
uma reação catalisada pela tiolase. (2) Uma condensação de 
Claisen entre a acetoacetil-CoA e uma terceira acetil-CoA 
forma p-hidróxi-p-metilglutaril-CoA (HMG-CoA), catalisa- 
da pela HMG-CoA-sintase. (3) A HMG-CoA é degradada a 
acetoacetato e a acetil-CoA em uma clivagem catalisada pela 
HMG-CoA-liase. 
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F G JRA 25.27 A conversão metabólica de corpos cetônicos 
em acetil-CoA. 
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ser convertida em succinato, com a síntese acoplada de GTP 
na reação da succinil-CoA-sintase no ciclo do ácido cítrico 
(Seção 21.3Ea). A “ativação” de acetoacetato dispensa essa 
etapa, “custando”, portanto, a energia livre da hidrólise de 
GTP. O fígado não possui 3-cetoacil-CoA-transferase, que 
lhe permite fornecer corpos cetônicos a outros tecidos. 
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FIGURA 25.28 Mecanismo proposto da 3-cetoacil-CoA-trans- 
ferase envolvendo um intermediário enzima-tioéster CoA. 


cetato, sendo um p-cetoácido, também sofre descarboxilação 
não enzimática, produzindo de modo relativamente fácil ace- 
tona e C0 2 . De fato, em indivíduos com cetose (também cha- 
mada de cetoacidose), uma condição potencialmente patoló- 
gica na qual o acetoacetato é produzido mais rapidamente do 
que pode ser metabolizado (um sintoma do diabetes; Seção 
27.4B), a respiração tem o odor adocicado característico da 
acetona. 

O fígado libera acetoacetato e p-hidroxibutirato, que 
são transportados pela corrente sanguínea aos tecidos peri- 
féricos, para serem usados como combustíveis alternativos. 
Lá, esses produtos são convertidos em acetil-CoA, confor- 
me está diagramado na Fig. 25.27. O mecanismo de reação 
proposto para a 3-cetoacil-CoA-transferase (Fig. 25.28), que 
catalisa a segunda etapa dessa rota, envolve a participação 
de um grupo carboxil do sítio ativo no intermediário enzima- 
-tioéster CoA e no anidrido instável. A succinil-CoA, que 
atua como doadora de CoA nesse processo, pode também 


4 BIOSSÍNTESE DE ÁCIDOS GRAXOS 

A biossíntese de ácidos gra.ro 5 ocorre por meio da conden- 
sação de unidades C 2 , o inverso do processo da fi-oxidação. 
Usando técnicas de marcação iso tópica, David Rittenberg e 
Konrad Bloch demonstraram, em 1945, que essas unidades 
de condensação são derivadas do ácido acético. Logo foi pro- 
vado que acetil-CoA é um precursor dessa reação de conden- 
sação, mas o mecanismo permaneceu obscuro até finais da 
década de 1950, quando Salih Wakil descobriu que, além da 
acetil-CoA, o bicarbonato também é necessário para a bios- 
síntese de ácidos graxos. Além disso, foi demonstrado que a 
malonil-CoA é um intermediário nessa reação. Nesta seção, 
serão discutidas essas reações. 

A. Visão geral da rota 

A rota de síntese dos ácidos graxos difere da rota de oxi- 
dação dos ácidos graxos. Essa situação, como foi visto na 
Seção 18. 1D, é típica de rotas biossintéticas e degradativas 
opostas, pois permite que ambas, sob condições fisiológicas 
similares, sejam termodinamicamente favoráveis e indepen- 
dentemente reguladas. A Fig. 25.29 resume a oxidação e a 
síntese de ácidos graxos, com ênfase nas diferenças entre as 
rotas. Enquanto a oxidação de ácidos graxos ocorre na mi- 
tocôndria e utiliza ésteres de acil-CoA-graxo, a biossíntese 
ocorre no citosol, e, como descobriu Roy Vagelos, o ácido 
graxo crescente está ancorado à proteína carreadora de adia 
(PCA; Fig. 25.30). A PCA, assim como a CoA, contém um 
grupo fosfopanteteína que forma tioésteres com grupos acil. 
O grupo fosforil fosfopanteteína é esterificado com o grupo 
OH de uma Ser da PCA, ao passo que na CoA ele está ligado 
ao AMP. Em animais, a PCA é parte de uma grande pro- 
teína multifuncional (PCA Tipo I, ver abaixo), enquanto em 
E. coli ela é um polipeptídeo de 125 resíduos (PCA Tipo II). 
O grupo fosfopanteteína é transferido pela fosfopanteteína- 
-transferase (alterna ti vamente PCA-sintase) da CoA para a 
apo-PCA, para formar a holo-PCA ativa. 

As coenzimas redox das rotas biossintética e oxidati- 
va de ácidos graxos animais são diferentes (NAD + e FAD 
para oxidação; NADPH para biossíntese), assim como é di- 
ferente a estereoquímica das etapas intermediárias. Contudo, 
a principal diferença é a maneira pela qual unidades C 2 são 
removidas ou adicionadas à cadeia acil-graxo. Na rota oxida- 
tiva, a p-cetotiolase catalisa a clivagem da ligação C a -C 3 da 
p-cetoacil-CoA para produzir acetil-CoA e uma nova acil- 
-CoA-graxo, que é uma unidade C 2 mais curta. O A G°' dessa 
reação é muito próximo de zero, de modo que ela também 
possa funcionar na direção inversa (formação de corpos cetô- 
nicos). Na rota biossintética, a reação de condensação é atre- 
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FIGURA 25.29 Comparação entre p -oxidação e biossíntese de ácidos graxos. Há diferenças (1) na localização celular, (2) no 
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lada à hidrólise de ATP, impelindo a reação à conclusão. Esse 
processo envolve duas etapas: (1) a carboxilação, dependente 
de ATP, da acetil-CoA pela acetil-CoA-carboxilase (ACC), 
para formar malonil-Co A, e (2) a descarboxilação exergônica 
do grupo malonil na reação de condensação catalisada pela 
ácido graxo-sintase. Estas enzimas são discutidas abaixo. 

B. Acetil-CoA-carboxilase 

A ACC é uma enzima dependente de biotina que catalisa a 
primeira etapa comprometida com a biossíntese de ácidos 
graxos, sendo uma das etapas controladoras de velocidade. 
Esta enzima é um membro de uma família de carboxilases 
dependentes de biotina que, em humanos, contém apenas 
três outros membros: propionil-CoA-carboxilase (Seção 


25.2Ea), piruvato-carboxilase (Fig. 23.4), e (i-metilcroto- 
nil-CoA-carboxilase (que participa da degradação de leu- 
cina; Seção 26. 3F). A reação da ACC, como aquela das ou- 
tras carboxilases dependentes de biotina, ocorre em duas 
etapas, uma ativação de C0 2 e uma carboxilação: 

o 

E — biotina 0>C — CH 2 — C — SC o A + E — biotina 

Biotinil-enzima Malonil-CoA 



C arboxibiotinil- enz ima 


H 


H 


OH CH 3 


O 


HS— CH 2 — CH 2 — N— C— CH 2 — CH 2 — N— C— C— C— CH 2 — O— P— O — CH 2 — Ser— ACP 

^ 1 ' II II I I I 

O O I-I ch 3 o 




Cisteamina 


Grupo prostético fosfopanteteína da PCA 


H 


H 


OH CH- 


O 


O 


HS— CHo— CHo— N— C CH,— CH,— N— C-C— C— CIIo O— P— O— P— 0— CH, jO 


j 


Cisteamina 


O 


O H CH- 


Grupo fosfopanteteína da CoA 


O 


O' 



Adenina 


FIGURA 25.30 O grupo fosfopanteteína na proteína carreadora de acila (PCA) e na CoA. 
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Em E. coli, a ACC é um complexo multienzimático no 
qual essas etapas são catalisadas por subunidades distintas: o 
homodímero biotina-carboxilase (BC; 456 resíduos) e o hete- 
rotetrâmero a 2 p 2 carboxitransferase (CT; 319 3 304 resíduos). 
Além disso, a biotina está ligada como um resíduo de biocitina 
(Fig. 23.3 b) à proteína carreadora de biotina-carboxil (PCBC; 
156 resíduos), que forma homodímeros. Em contraste, as 
ACC de mamíferos e aves contêm, em uma única cadeia po- 
lipeptídica de 2.346 resíduos, as duas atividades enzimáticas 
e o carreador de biotina-carboxil na ordem BC-PCBC-CT 
(diferindo da ordem na piruvato-carboxilase, que é BC-CT- 
PCBC; Seção 23.1Ae). A estrutura de uma ACC intacta ainda 
não foi determinada, embora a estrutura por raios X da su- 
bunidade BC de E. coli se assemelhe muito ao domínio BC 
da piruvato-carboxilase (Fig. 23.5a). É interessante, contudo, 
que os domínios CT das várias carboxilases dependentes de 
biotina diferem consideravelmente em sequência e estrutura. 

a. A acetil-CoA-carboxilase é regulada pela fosforilação 
reversível controlada por hormônios 

A A CC está sujeita a regulação hormonal. Glucagon, assim 
como adrenalina e noradrenalina; (Seção 18.3Ea), causam o 
aumento, dependente de AMPc, da fosforilação da enzima, o 
que a inativa. A insulina, por outro lado, estimula a desfosfo- 
rilação da enzima, ativando-a. 

O mecanismo pelo qual o AMPc causa um aumento no 
estado de fosforilação da ACC é interessante. In vitro, a enzi- 
ma é fosforilada por duas diferentes cinases, pela proteína-ci- 
nase dependente de AMPc (PKA; Seção 18-3Cb) na Ser 77, 
e pela proteína-cinase dependente de AMP (AMPK; Seções 
25.5a e 27.1) (que é independente de AMPc) nas Ser 79, 1200 
e 1215. Apesar disso, quando células do fígado são incuba- 
das na presença de 32 P-ATP com hormônios que elevam o 
AMPc, somente a Ser 77 não toma-se marcada. Claramente, 
um aumento na [AMPc] resulta em um aumento na fosforila- 
ção nos sítios modificados pela AMPK, não nos modificados 
pela PKA. Como pode ser? Parece que, in vivo, o aumento 
na fosforilação dependente de AMPc não ocorre por meio 
da fosforilação de novos sítios, mas sim da inibição da des- 
fosforilação de sítios previamente fosforilados. Esse meca- 
nismo foi visto em operação no controle do metabolismo de 
glicogênio, quando a fosforilação dependente de AMPc do 
inibidor- 1 da fosfoproteína-fosfatase inibe a desfosforilação 
(Seção 18.3C). Porém, no caso da ACC, a desfosforilação é 
catalisada pela fosfoproteína-fosfatase-2A, que não é afeta- 
da pelo inibidor- 1 da fosfoproteína-fosfatase. O mecanismo 
pelo qual a PKA causa o aumento da fosforilação associada à 
atividade da AMPK é, até o momento, desconhecido. 

b. Acetil-CoA-carboxílases de aves e mamíferos sofrem 
polimerização enzimática na ativação 

A microscopia eletrônica revela que as ACC de aves e mamí- 
feros formam longos filamentos de 20 a 40 protômeros (Fig. 
25.31), Essa forma polimérica da enzima é cataliticamente ati- 
va, mas o protômero não é. Por isso, a taxa de biossíntese de 
ácidos graxos é controlada pelo estado de equilíbrio entre as 
duas formas: 

Protômero ( inativo) *=? polímero (ativo) 



FIGURA 25.31 Associação dos protômeros da acetil-CoA- 

-carhoxilase. A micrografia eletrônica e o desenho esquemáti- 
co indicam que filamentos de acetil-CoA-carboxilase de fígado 
de ave consistem em cadeias lineares de protômeros retangula- 
res achatados. (Cortesia de Malcolm Lane, The Johns Hopkins 
University School of Medicine, EUA.) 

A fosforilação favorece o protômero inativo, enquanto 
a desfosforilação favorece o polímero ativo. Vários metabó- 
litos também afetam a atividade da acetil-CoA-carboxilase. 
O citrato promove a polimerização da ACC, enquanto pal- 
mitoil-CoA e outras acil-CoA-graxos promovem sua des- 
polimerização. Assim, citrato citosólico, cuja concentração 
aumenta quando a concentração de acetil-CoA mitocondrial 
se eleva (Seção 25. 4D), ativa a biossíntese de ácidos graxos e 
é portanto um retroalimentador-ativador positivo, enquanto 
palmitoil-CoA, o produto da rota, é um inibidor por retroa- 
limentação. 

c. A acetil-CoA-carboxilase de mamíferos possui duas 
isoformas principais 

Existem duas principais isoformas de ACC. A ACC1 ocorre 
no tecido adiposo, enquanto a ACC2 ocorre nos tecidos que 
oxidam, mas não sintetizam ácidos graxos, como o múscu- 
lo cardíaco. Tecidos que sintetizam e oxidam ácidos graxos, 
como o fígado, contêm as duas isoformas, que são homólo- 
gas, embora os genes que as codificam estejam localizados 
em diferentes cromossomos. Qual é a função da ACC2? O 
produto da reação catalisada pela ACC, malonil-CoA, inibe 
fortemente a importação da acil-CoA-graxo para a oxidação 
de ácidos graxos, o principal ponto de controle para esse pro- 
cesso. Assim, parece que a ACC2 possui uma função regula- 
tória (Seção 25.5). 
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FIGURA 25.32 Sequência de reações da biossíntese de áddos 
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ciclos de alongamento de C 2 , seguida por uma etapa final de 
hidrólise. 4 yo Ver Figuras animadas 


A ACC de procariotos não está sujeita a nenhum desses 
controles. Isso porque, nesses organismos, ácidos graxos não 
são armazenados como gorduras, mas são sobretudo precur- 
sores de fosfolipídeos. A enzima de E. coli é regulada pelos 
núcleo tídeos de guanina, de forma que a síntese de ácidos 
graxos está coordenada com o crescimento celular. 

C. Ácido-graxo-síntase 

A síntese de ácidos graxos a partir de acetil- Co A e malonil- 
-CoA, envolve sete reações enzimáticas que produzem princi- 
palmente ácido palmítico (ver a seguir). Estas reações foram 
primeiramente estudadas em extratos de E. coli , nos quais 
as reações são catalisadas por enzimas independentes, junta- 
mente com a PCA. Estas proteínas são coletivamente conhe- 
cidas como átido-graxo-sintase do tipo II (AGS-II). 

A AGS-II, cujos componentes são todos codificados 
no núcleo e assemelham-se muito às suas contrapartes bac- 
terianas, também existe nos cloroplastos, o único sítio de 
síntese de ácidos graxos em plantas, e nas mitocôndrias dos 
vertebrados. Em fungos, contudo, os ácidos graxos são sin- 
tetizados por uma enzima a 6 p 6 multifuncional de 2600 kDa, 
enquanto em animais eles são sintetizados por uma enzima 
multifuncional composta por duas cadeias polipeptídicas 
idênticas de —275 kDa, cada uma contendo todas as sete ati- 
vidades enzimáticas mais a PCA, e conhecida como ácido- 
-graxo-sintase do tipo I (AGS-I). A maioria dos domínios 
que catalisam as reações da síntese de ácidos graxos nestas 
assim chamadas megassintases são homólogos às proteínas 
correspondentes que constituem a AGS-II, o que indica que 
a AGS-I originou-se a partir da j unção de proteínas previa- 
mente independentes. 

As reações catalisadas pela AGS-I para sintetizar pal- 
mitato estão diagramadas na Fig. 25.32. A longa e flexível 
cadeia fosfopanteteína da PCA (Fig. 25.30) atua no transpor- 
te do substrato entre os diferentes domínios enzimáticos da 
proteína: 

la. A transferência do grupo acetil da acetil-CoA para a 
PCA gera acetil-PCA, catalisada pela malonü/acetil-CoA- 
-PCA-transacilase (MAT). 
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F 1GURA 25.33 O mecanismo de formação da ligação carbo- 
no-carbono na biossíntese de áddos graxos. A condensação de 
um grupo acetil na Cys do sítio ativo da p-cetoacil-PCA-sintase 
(KS) com um grupo malonil na cadeia fosfopanteteína da PCA 
forma |3-cetoacÍl-PCA. A reação é movida pela eliminação 
exergônica de C0 2 do grupo malonil para gerar um carbânion 
intermediário acetil-PCA estabilizado por ressonância, que 
atua como um bom nucleófilo. 


2a. A transferência do grupo acetil da PCA a um resíduo 
Cys da p-cetoacil-PCA-sintase (KS; também chamada de en- 
zima condensadora), mantém, assim, a ligação acetil-tioéster. 

lb. A formação de malonil-PCA em uma reação análoga à 
Reação la, que em mamíferos é catalisada pela mesma enzi- 
ma, MAT. 

2b. O acoplamento do grupo acetil ao C p do grupo malo- 
nil da PCA, com a concomitante descarboxilação do grupo 
malonil, forma acetoacetil-PCA e libera o grupo Cys-SH do 
sítio ativo da KS (Fig. 25.33). Consequentemente, o CO 2 in- 
corporado na reação da acetil-CoA-carboxilase (Seção 25 AB) 
não aparece no ácido graxo produzido. Em vez disso, a des- 
carboxilação impele a formação da ligação carbono-carbono 
na reação de condensação que, por meio da reação da acetil- 
-CoA-carboxilase, é acoplada à hidrólise de ATP. 

3-5. A redução, a desidratação e a redução subsequente de 
acetoacetil-PCA, forma butiril-PCA, catalisada sequencial- 
mente por P-cetoacetil-PCA-redutase (KR), p-hidroxiacil- 


-PCA-desidrase (DH) e enoil-PCA-redutase (ER). A coen- 
zima das duas etapas de redução é NADPH, enquanto na 
p-oxidação as reações análogas às Reações 3 e 5 utilizam 
NAD e FAD, respectivamente (Fig. 25.29). Além disso, a 
Reação 3 produz e a Reação 4 requer um grupo D-p-hidro- 
xiacil, enquanto a reação análoga na p-oxidação envolve o 
isômero l correspondente. 

Repetição de 2a até 5. O grupo butiril da butiril-PCA é 
transferido para a Cys-SH da KS. Assim, o grupo acetil com 
o qual o sistema foi inicialmente munido é alongado com 
uma unidade C 2 . A PCA é “reabastecida” com um grupo 
malonil (Etapa lb), ocorrendo outro ciclo de alongamento 
de C 2 . Esse processo ocorre, ao total, sete vezes, para gerar 
palmitoil-PCA. 

6. A ligação tioéster da palmitoil-PCA, hidrolisada pela 
palmitoil-tioesterase (PT), forma palmitato, o produto nor- 
mal da rota de síntese de ácidos graxos, e regenera a enzima 
para um novo ciclo de síntese. 

A estequiometria da síntese de palmitato, portanto, é 

Acetil-CoA + 7malonil-CoA + 14NADPH + 7H + > 

Palmitato + 7C0 2 + 14NADP+ + 8CoA + 6H 2 0 

Uma vez que os 7 malonil- Co A são derivados de acetil-CoA, 
como segue: 

7Acetil-CoA + 7C0 2 + 7 ATP > 

7malonil-CoA + 7ADP + 7P t + 7H + 

a estequiometria geral para a biossíntese de palmitato é 

8Acetil-CoA + 14NADPH + 7ATP » 

palmitato + 14NADP + + 8CoA + 6H 2 Q + 7ADP + 7P f 

a. A AGS-I dos animais é um dímero flexível em forma de X 
A maioria, mas não todas, as atividades enzimáticas da 
AGS-I permanecem funcionais quando esta enzima dimé- 
rica é dissociada em monômeros. Além disso, fragmentos 
resultantes da proteólise limitada da AGS-I de animais exi- 
bem muitas das atividades enzimáticas da proteína intacta. 
Aparentemente, segmentos contíguos da cadeia polipeptídica 
se dobram para formar uma série de domínios autônomos, 
cada um com uma atividade catalítica diferente. V árias outras 
enzimas, por exemplo a acetil-CoA-carboxilase de mamífe- 
ros (Seção 25.4B), exibem multifuncionalidades similares, 
mas nenhuma tem tantas atividades catalíticas separadas 
como a AGS-I de animais. A disposição dos domínios ao lon- 
go da cadeia polipeptídica da AGS-I está indicada na Fig. 
25.34. Três destes domínios, além da PCA, não possuem ati- 
vidade enzimãtica: um domínio de ligação (DL) que une os 
domínios KS e MAT; um domínio pseudometil-transferasase 
('PME), assim chamado por sua homologia à família das me- 



FIGURA 25.34 Disposição dos domínios da AGS-I de porco em uma escala de sequência aproximada. (Modificada de um esque- 
ma desenhado por Timm Maier e Nenad Ban, ETH, Zurique, Suíça.) 
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riGURA 25.35 Estrutura por raios X da AGS-I de porco em complexo com NADP . [a) O homodímero de —190 A de largura, 
visto perpendicularmente ao seu eixo de pseudossimetria de ordem 2 (setas pretas verticais), com os diversos domínios coloridos 
de acordo com a Fig. 25.34 e regiões de ligação coloridas em cinza. Os cofatores NADP+ ligados estão representados em azul na 
forma de volume atômico. Os sítios desorganizados para ancoragem dos domínios da PCA/PT estão indicados por círculos pretos. 
Os nomes dos domínios da segunda subunidade estão marcados com apóstrofe, (b) O diagrama esquemático correspondente, indi- 
cando como os vários domínios estão unidos. (Cortesia de Timm Maier e Nenad Ban, ETH, Zurique, Suíça. PDBid 2VZ9.) 


til-transferases; e um domínio pseudoceto-redutase ("'PKR), 
assim nomeado por ser uma forma truncada do domínio KR. 

A estrutura por raios X da AGS-I de porco em comple- 
xo com NADP ", determinada por Nenad Ban, revela um dí- 
mero em forma de X com pseudossimetria de ordem 2 (Fig. 
25.35). As duas subunidades da AGS-I se associam por meio 
de uma extensa interface envolvendo mais de 150 resíduos 
por cadeia dos domínios KS, ER e DH. Entretanto, as partes 
superiores e inferiores do X estão apenas fracamente conec- 
tadas. A porção inferior do X contém as duas atividades con- 
densadoras da enzima, MAT e KS (que catalisam as reações 
1 e 2 da Fig. 25.32), enquanto a porção superior do X contém 
as atividades modificadoras do carbono [3 da enzima, DH, 
KR e ER (que catalisam as reações 3-5 da Fig. 25.32). Os 


domínios C-terminais PCA e PT conectam-se à enzima de 
maneira flexível, e por isso não foram observados. A região 
de ligação KR-PCA é formado por 13 resíduos e portanto 
pode estender-se por uma distância de até —40 Â, enquanto 
a região de ligação PCA-PT tem um comprimento de —25 
resíduos e pode assim estender-se por —80 Á. 

Cada uma das duas câmaras de reação da AGS-I de por- 
co é revestida pelo conjunto completo de domínios catalíti- 
cos de uma subunidade, todos os quais devem ser visitados 
pelo braço de fosfopanteteína da PCA para a ocorrência de 
todas as reações da AGS-I. Os sítios catalíticos destes domí- 
nios ocorrem tanto na face anterior quando na posterior da 
proteína, e suas disposições não apresentam relação aparen- 
te com a ordem das reações do ciclo catalítico. Na estrutura 
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FIGURA 25.36 Disposição dos domínios da AGS-I de fungos em uma escala de sequência aproximada. (Modificada de um es- 
quema desenhado por Simon Jenni e Nenad Ban, ETH, Zurique, Suíça.) 


mostrada na Fig. 25.35a, o comprimento da região de ligação 
KR-PCA permitiria que a PCA alcançasse todos os sítios 
catalíticos da mesma câmara de reação, mas não aqueles na 
câmara de reação oposta (ou seja, a distância entre o sítio 
de ligação da PCA em uma subunidade e o domínio MAT 
em outra é —135 Á). Ainda assim, estudos de mutagênese, 
feitos por Stuart Smith, nos quais a PCA de uma subunidade 
e a MAT ou KS de outra subunidade foram inativadas, pro- 
duziram enzimas funcionais embora com atividade reduzi- 
da, portanto indicando que um domínio PCA pode atender 
domínios MAT e KS em ambas subunidades. A explicação 
mais plausível para estas observações é que a porção supe- 
rior do X pode girar 180 °C em relação a porção inferior. 
Esta hipótese é embasada pela observação que o contato 
relativamente fraco entre DH e KS, que une as porções su- 
perior e inferior do X, não apresenta simetria de ordem 2 
perfeita na Fig. 25.35a, assim indicando que esta junção é 
flexível. 

b. A AGS-1 de fungos tem forma de barril 

As reações catalisadas pela AGS-I a 6 p 6 de fungos dife- 
rem daquelas mediadas pela AGS-I de animais em alguns 
aspectos: 

1. A atividade MAT bifuncional da AGS-I de animais 
transfere ambos grupos acetil e malonil da CoA para a PCA 
(Reações la e lb da Fig. 25.32). A enzima de fungos, contu- 
do, utiliza uma atividade acetil-transferase (AT) monofun- 
cional para transferir o grupo acetil da CoA para a PCA, e 
uma atividade malonil/palmitoil-transferase (MPT) para a 
transferência dos grupos malonil. 

2. A AGS-I de animais sintetiza um grupo palmitoil liga- 
do a PCA, o qual é liberado como palmitato pela atividade 
hidrolítica da TE (Reação 6 da Fig. 25.32). Em contraste, a 
AGS-I sintetiza grupos palmitoil (C 16 ) e estearoil (C 18 ) li- 
gados a PCA em uma relação de aproximadamente 2:3, os 
quais são então transferidos para a CoA pela atividade MPT 
bifuncional, para a geração dos produtos finais da rota, pal- 
mitoil-CoA e estearoil-CoA. 

3. A atividade ER da AGS-I de animais utiliza NADPH 
para diretamente reduzir a ligação dupla C=C na Reação 5 
da Fig. 25.32. Na ER de fungos, entretanto, o NADPH reduz 
FMN a FMNH 2 , que, por sua vez, reduz a ligação dupla. 

4. A AGS-I de fungos contém uma atividade fosfopante- 
teína-transferase (FPT) que une o grupo fosfopanteteína a 
PCA. Esta atividade não faz parte da AGS-I de animais. 

A distribuição das várias atividades enzimãticas ao longo 
das cadeias a e 0 da AGS-I de fungos (Fig, 25.36) não asse- 


melha-se àquela da AGS-I de animais (Fig. 25.34). Observe 
que a atividade MPT é compartilhada entre ambas cadeias 
aep. 

A estrutura por raios X da AGS-I do fungo termófilo 
Thermomyces lanuginosus (Fig. 25.37), determinada por Ban, 
revela que ela forma uma proteína em forma de barril oco 
com simetria D 3 (a simetria rotacional de um prisma trigonal; 
Fig. 8.65 b). As seis cadeias a formam um círculo com simetria 
D 3 , que é coberto em cada lado por um domo com simetria 
de ordem 3, predominantemente formado pelas cadeias 0. O 
círculo central divide o interior oco do barril em duas câma- 
ras de reação idênticas, cada uma das quais contendo algumas 
aberturas nas paredes laterais, através das quais pequenas 
moléculas podem entrar. Os sítios ativos de todas as ativida- 
des enzimáticas estão voltados para o interior das câmaras de 
reação. Claramente, a AGS-I de animais e de fungos evoluí- 
ram de forma divergente a partir da AGS-II. 




Círculo 
6 cadelas a 


Domo 

3 cadeias 0 


Domo 
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FIGURA 25.37 Estrutura por raios X da AGS de T. lanugi- 
nosus. O heterododecâmero a 6 0 6 com —270 A de altura por 

o 

250 A de diâmetro é mostrado ao longo de um eixo de ordem 
2 ( elipsoide ) e perpendicular ao eixo de ordem 3 (triângulo) 
com os diversos domínios coloridos de acordo com a Fig. 25.36 
e com as regiões de ligação em cinza. Os sítios desorganizados 
para ancoragem dos domínios da PCA estão indicados por 
círculos pretos. (Cortesia de Simon Jenni e Nenad Ban, ETH, 
Zurique, Suíça. PDBids 2UV9 e 2UVA.) 
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Os seis domínios PCA, que são ancorados por meio 
do N-terminal às paredes da câmara e ancorados pelo 
C-terminal ao meio do círculo central, estão desorganiza- 
dos na estrutura por raios X da AGS-I de T. lanuginosus. 
Entretanto, eles estão visíveis na estrutura por raios X da 
AGS-I de levedura, que é muito semelhante a enzima de fun- 
gos e cuja estrutura foi determinada por Ban e por Thomas 
Steitz independentemente. O exame destas estruturas sugere 
que cada domínio PCA duplamente ancorado pode mover- 
-se para visitar os seis centros catalíticos necessários, os quais 
no caso da PCA ancorada a subcâmara 1, são KR da cadeia 
cd, KS da cadeia a2, MPT e DH da cadeia pl, e AT e ER 
da cadeia p2, onde a subcâmara 2 está no sentido horário da 
subcâmara 1, como visto do topo do domo. 

Os domínios FTP estão localizados na face exterior do 
barril, de onde não podem interagir com os domínios PCA. 
Isto sugere que eles ligam-se aos grupos fosfopanteteína da 
PCA antes que o barril estej a completamente montado. 

c. Inibidores da ácido-graxo-sintase são potenciais 
medicamentos 

Em indivíduos bem nutridos, a síntese de ácidos graxos 
ocorre lentamente. Contudo, certos tecidos, especialmente 
cânceres, expressam altos níveis de AGS-I e produzem áci- 
dos graxos em alta velocidade. Por esta razão, inibidores da 
AGS-I de animais estão sendo investigados como possíveis 
agentes anticâncer. Além disso, as diferenças entre as ativi- 
dades enzimáticas dos vários tipos de AGS, especialmente 
nas atividades ER, transformam a AGS -II (de bactérias) e a 
AGS-I de fungos em alvos para o desenvolvimento de novos 
antibióticos. 

d. Variações do tema: biossíntese de policetídeos 
Policetídeos são uma família de mais de 10.000 produtos 
naturais diferentes e estruturalmente complexos, muitos 
dos quais com propriedades antibacterianas, antifúngicas, 
antitumorais e imunossupressoras, que são sintetizados por 
bactérias, fungos, plantas e certos animais marinhos. Estes 
compostos são criados pela condensação modular de mo- 
nômeros de acil-CoA, como acetil-CoA e propionil-CoA, 
com prolongamentos de malonil-CoA e metilmalonil-CoA, 
cuja descarboxilação impele a reação de condensação. O 
nome policetídeos é devido ao fato de que os produtos de 
condensação primários possuem grupamentos funcionais 
3-ceto. O palmitato é um exemplo de um policetídeo, já 
que é formado pela condensação de uma acetil-CoA e sete 
malonil-CoA. A cada reação de condensação, o novo gru- 
po 3-ceto pode ser reduzido, desidratado e reduzido nova- 
mente como os ácidos graxos, ou sofrer somente modifica- 
ção parcial. 

Policetídeos são sintetizados por megassintases. Já vi- 
mos que a AGS-I de animais contém sete atividades enzi- 
máticas, assim como a PCA. Outro exemplo de um police- 
tídeo é 6-desoxieritronolida B (6dEB), a macrolactona do 
antibiótico eritromicina A (Seção 32. 3 G), que é sintetizada 
na bactéria do solo Saccharopolyspora erythraea a partir de 
um propionil-CoA e seis (S)-metilmalonil-CoA pela deso- 


xieritronolida B-sintase (DEBS; Fig. 25.38). A DEBS é um 
complexo a 2 3 2 7 2 de 2.000 kDa, com subunidades de mais de 
3.000 resíduos, no qual cada uma das três unidades homo- 
diméricas catalisa dois ciclos de alongamento/modificação. 
Ao contrário da AGS-I, que catalisa vários ciclos de alon- 
gamento/modificação com os mesmos sítios ativos, a DEBS 
catalisa cada ciclo em um módulo diferente, o que permite 
as diferenças nas modificações que ocorrem em cada ciclo. 
Desta maneira, a DEBS, que contém 28 sítios ativos dife- 
rentes, funciona como uma linha de montagem. A função 
do módulo 4, como indica a Fig. 25.38, é quase idêntica à 
da AGS-I. O módulo 4 contém KS, AT, PCA, KR, DH e 
ER e reduz seu produto de condensação primária 3-cetona 
a um grupo metileno. Porém, esse módulo não contém TE, 
porque o processo de alongamento não está completo após 
essa fase. O módulo 3 contém somente PCA, KS e AT, o 
conjunto mínimo de atividades para um módulo, e passa seu 
produto de condensação 3-cetona ao módulo 4 sem modi- 
ficações adicionais. Os módulos 1, 2, 5 e 6 contêm somen- 
te PCA, AT, KS e KR, os sítios necessários para as etapas 
de condensação e redução, gerando produtos hidroxilados. 
Portanto, a organização geral dos módulos criam um produ- 
to poli-hidróxi contendo um grupo ceto e um grupo metile- 
no. O produto final da DEBS, 6dEB, é uma lactona produ- 
zida pela reação do grupo hidroxil terminal com o tioéster 
ancorando a cadeia em crescimento à sintase. Os módulos 
estão organizados de formas diferentes nas várias policetí- 
deo-sintases existentes, que consequentemente sintetizam 
uma ampla gama de diferentes compostos. 

D. Transporte de acetil-CoA mitocondríat para o c itosof 

A acetil-CoA é produzida na mitocôndria pela descarboxi- 
lação oxidativa de piruvato, catalisada pela piruvato-desi- 
drogenase (Seção 21. 2A), e também pela oxidação de áci- 
dos graxos. Quando a demanda por ATP é baixa, de modo 
que a oxidação de acetil-CoA via ciclo do ácido cítrico e 
fosforilação oxidativa são mínimas, essa acetil-CoA mito- 
condrial pode ser armazenada para uso futuro na forma de 
gordura. Entretanto, a biossíntese de ácidos graxos ocorre 
no citosol, e a membrana mitocondrial é essencialmente 
impermeável à acetil-CoA. A acetil-CoA entra no citosol 
sob a forma de citrato pelo sistema de transporte do tricar- 
boxilato (Fig. 25.39). Então, a ATP-citrato-liase catalisa a 
reação 

Citrato + CoA + ATP ^ 

acetil-CoA + oxalacetato + ADP + Pj 

que se assemelha à reação inversa da citrato-sintase (Seção 
21.3 A), exceto pelo fato de a hidrólise de ATP ser necessária 
para promover a síntese intermediária da citril-CoA de “alta 
energia”, cuja hidrólise leva ao término da reação da citrato- 
-sintase. Consequentemente, a hidrólise de ATP é necessária 
para promover a síntese da ligação tioéster. O oxalacetato 
é, em seguida, reduzido a malato pela malato-desidrogenase. 
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FIGURA 25.38 Um exemplo de biossíntese de policetídeo: a síntese de eritromidna A. (Segundo Pfeifer, B.A., Admiraal, S.J., 
Gramajo, H., Cane, D.E., e Khosla, C., Science 291 , 1790 [2001].) 


O malato sofre descarboxilação oxidativa a piruvato pela 
enzima málica (Seção 25.2Ed) e retorna nessa forma à mi- 
tocôndria. A reação da enzima málica assemelha-se à da iso- 
citrato-desidrogenase, na qual um p-hidroxiácido é oxidado 
a um p-cetoácido, cuja descarboxilação é favorecida (Seção 
21. 3C). A coenzima da enzima málica é NADP + , de modo 
que NADPH é produzido nessa rota para ser usado nas rea- 
ções de redução da biossíntese de ácidos graxos. 

O transporte de citrato para fora da mitocôndria deve 
ser balanceado pelo transporte de íons para dentro desta. 
Malato, piruvato e P ( podem ser usados para essa finalidade. 
Por isso, malato pode ser transportado diretamente de vol- 
ta à mitocôndria sem gerar NADPH. Como visto na Seção 
25. 4C, a síntese de cada íon palmitato requer 8 moléculas de 
acetil-CoA e 14 moléculas de NADPH. Até 8 dessas molécu- 
las de NADPH podem ser abastecidas com as 8 moléculas de 
acetil-CoA, se todo malato produzido no citosol for oxida- 
tivamente descarboxilado. O resto do NADPH é fornecido 
pela rota das pentoses-fosfato (Seção 23.4). 


E. Alongase s e dessaturases 

Palmitato (16:0), o produto usual da rota da ácido graxo- 
-sintase de animais, é o precursor de ácidos graxos de cadeias 
saturadas mais longas e de ácidos graxos insaturados, con- 
vertidos pelas alongases e dessaturases. As alongases estão 
presentes na mitocôndria e no retículo endoplasmático, mas 
os mecanismos de alongamento nos dois locais são diferen- 
tes. O alongamento mitocondrial (processo independente 
da rota citosólica da ácido-graxo-sintase) ocorre por adição 
e redução sucessivas de unidades acetil em um processo in- 
verso à oxidação de ácidos graxos; a única diferença quími- 
ca entre essas duas rotas ocorre na etapa de redução final, 
em que o NADPH toma o lugar do FADH 2 como coenzima 
redox terminal (Fig. 25.40). O alongamento no retículo en- 
doplasmático envolve sucessivas condensações de malonil- 
-CoA com acil-CoA. Cada uma dessas reações é seguida de 
reduções dependentes de NADPH similares às catalisadas 
pela AGS-I; a única diferença é o fato de que o ácido graxo 
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FIGURA 25.39 Transporte de acetil-CoA da mitocôndria ao 
dtosol pelo sistema de transporte de tricarboxilato. 


SCoA 


é alongado como derivado de CoA em vez de derivado de 
PCA. 

Os ácidos graxos insaturados são produzidos pelas des- 
saturases terminais. Os sistemas dos mamíferos contêm qua- 
tro dessaturases terminais, com especificidades amplas para 
comprimento de cadeia, designadas A 9 -, A 6 -, A 5 - e A'-acil- 
-CoA-graxo-dessaturases. Essa enzima ligada à membrana, 
contendo ferro não heme, catalisa a reação geral, 


FIGURA 25.40 Alongamento mitocondrial de ácidos gra- 
xos. Este processo é o inverso da oxidação de ácidos graxos, 
exceto pelo fato de a última reação utilizar NADPH no lugar 
de FADH 2 como coenzima redox. 
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H H O 

CH 3 — (CH 2 ) — C — C — (CH 2 ) v — C — SCoA + NADH +H+ + 0 2 

H H 

i f 

O 

CH 3 — (CH 2 ) — C=C— (CH 2 ) — c — SCoA + 2 H 2 0 +NAD+ 

H H 

onde x é no mínimo 5 e (CH 2 ) r pode conter uma ou mais 
ligações duplas. A porção (CH do substrato está sempre 
saturada. As ligações duplas são inseridas entre as ligações 
duplas existentes na porção (CH 2 ) X do substrato e o grupo 
Co A, de forma que a nova ligação dupla fique três carbonos 
mais próxima do grupo CoA do que a próxima ligação dupla 
(não conjugada com uma ligação dupla existente) e, em ani- 
mais, nunca nas posições além de C9. As dessaturases termi- 
nais de mamíferos são componentes de um pequeno sistema 
de transporte de elétrons, que contêm outras duas proteínas: 
citocromo b s e NADII-citocromo-6 5 -redutase. As reações 
de transferência de elétrons mediadas por esses complexos 
ocorrem na membrana interna do retículo endoplasmático 
(Fig. 25.41), não estando, portanto, associadas à fosforilação 
oxida tiva. 

a. Alguns ácidos graxos Insaturados devem ser obtidos da 
dieta 

Uma variedade de ácidos graxos insaturados pode ser sinte- 
tizada por combinações de reações de alongamento e dessa- 
turação. No entanto, uma vez que o ácido palmítico é o ácido 
graxo mais curto disponível em animais, as regras menciona- 
das acima excluem a formação da ligação dupla A 12 do ácido 
linoleico (ácido A ’ -octadecadienoico; 18:2n-6 [essa no- 
menclatura é explicada na Tabela 12.1]), um precursor essen- 
cial das prostaglandinas. O ácido linoleico deve, consequente- 
mente, ser obtido da dieta (essencialmente das plantas que têm 
A - e A -dessaturases; ele é abundante na maioria dos óleos 
vegetais), sendo, portanto, um ácido graxo essencial. De fato, 
os animais mantidos em uma dieta livre de gordura desenvol- 
vem uma condição que pode ser fatal, caracterizada inicial- 
mente por pouco crescimento, má cicatrização e dermatite. 
O ácido linoleico é, ademais, um importante constituinte dos 
esfingolipídeos da epiderme, que funcionam como uma bar- 
reira de impermeabilidade da pele. 

Devido à incapacidade das dessaturases animais de 
adicionar ligações duplas além da posição C9, outro áci- 
do graxo essencial é o ácido a-linolênico (ALA; ácido 


Q I9 15 -a V 

A ’ ’ -octadecatrienoico [18:3n-3, um ácido graxo o>-3]). 
Esse ácido graxo é um precursor do EPA (ácido A 5,8 ' 11,14, - 
eicosapentaenoico; 20:5n— 3) e do DHA (ácido A 4 ' 7 ' 10 ’ 13 ’ 16 ' 19 - 
docosaexaenoico; 22:6n-3), ácidos graxos poli-insaturados 
ü>-3, recentemente descobertos como constituintes impor- 
tantes da dieta (presentes em óleos de peixes), que melhoram 
funções cognitivas e visão e contribuem para proteção contra 
inflamações e doenças cardiovasculares. O ácido docosae- 
xaenoico é, entre outras coisas, o ácido graxo predominante 
nos fosfolipídeos dos bastonetes dos segmentos externos da 
retina. A substituição do ácido docosaexaenoico por outros 
ácidos graxos o>— 6 nos fosfolipídeos resulta em acuidade vi- 
sual debilitada. Deficiência de ácidos graxos poli-insaturados 
6>— 3 nos fosfolipídeos do cérebro está associada à perda de 
memória e função cognitiva reduzida. 

F. Síntese de triacilgliceróis 

Os triacilgliceróis são sintetizados a partir de ésteres de acil- 
-CoA- graxo e de glicerol-3-fosfato ou di-hidroxiacetona-fos - 
fato (Fig. 25.42). A etapa inicial nesse processo é catalisada 
pela glicerol-3-fosfato-adltransferase na mitocôndria e no 
retículo endoplasmático, ou pela di-hidroxiacetona-loslato- 
-adltransferase no retículo endoplasmático ou nos peroxis- 
somos. No último caso, o produto acil-di-hidroxiacetona- 
-fosfato é reduzido ao áddo lisofosfatídico correspondente 
por uma redutase dependente de NADPH. O ácido lisofos- 
fatídico é convertido em triacüglicerol pelas ações sucessivas 
da l-acilglicerol-3-fosfato-aciltransferase, da ácido-fosfatídi- 
co-fosfatase, e da diacilglicerol-adltransferase. O interme- 
diário ácido fosfatídico e o 1 ,2-diacilglicerol (DAG) podem 
também ser convertidos em fosfolipídeos pelas rotas descri- 
tas na Seção 25.8. As aciltransferases não são completamen- 
te específicas para determinadas acil-CoA-graxos, tanto no 
comprimento da cadeia quanto no grau de saturação, mas, 
nos triacilgliceróis do tecido adiposo humano, o palmitato é 
mais encontrado na posição 1 e o oleato, na posição 2. 

a. A gliceroneogênese é importante para a biossíntese de 
triacilglicerol 

A di-hidroxiacetona-fosfato utilizada para originar gli- 
cerol-3 -fosfato na síntese de triacilglicerol é originária da 
glicose, por meio da rota glicolítica (Fig. 17.3), ou do oxa- 
lacetato, por uma versão abreviada da gliconeogênese (Fig. 
23.8), chamada de gliceroneogênese. A gliceroneogênese é 
necessária durante o jejum, já que aproximadamente 30% 
dos ácidos graxos que penetram no fígado durante a absti- 
nência de alimentos são reesterificados a triacilgliceróis e 


Estearil-CoA + 2H + 0 2 
(18:0-CoA) 


Oleil-CoA + 2H 2 0 
(A 9 -18:1 -CoA) 




2Fe 3+ 


2 cit 65 (ox) 


2cit b 5 (red) 



FIGURA 25.41 As reações de transferência de elétrons mediadas pelo complexo A'-acil-Co A-graxo-dessaturase. Suas três pro- 
teínas, dessaturase, citocromo b 5 e NADH-citocromo ò 5 -redutase, estão situadas na membrana do retículo endoplasmático. (Se- 
gundo Jeffcoat, R., Essays Biochem. 15, 19 [1979].) 
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FIGURA 25.42 As reações da biossíntese do triacilglicerol. 
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exportados como VLDL (Seções 25.1 e 25. 6A). Os adipó- 
citos também executam gliceroneogênese durante o jejum. 
Eles não efetuam a gliconeogênese, mas possuem a enzi- 
ma fosfoenolpiruvato-carboxicinase (PEPCK), aumentada 
quando a concentração de glicose está baixa e que parti- 
cipa da gliceroneogênese necessária para a biossíntese de 
triacilglicerol. 

5 REGULAÇÃO DO METABOLISMO DE ÁCIDOS GRAXOS 

As discussões sobre controle metabólico normalmente tra- 
tam da regulação do fluxo do metabólito através de uma 
rota em resposta às diferentes necessidades energéticas e 
estados alimentares em um organismo. A diferença na ne- 
cessidade de energia de um músculo em repouso e em es- 
forço intenso, por exemplo, pode ser de até 100 vezes. Tais 
diferenças na demanda podem ser identificados no corpo 
quando ele está alimentado ou em jejum. Eric Newsholme, 
por exemplo, uma autoridade na bioquímica de exercícios 
físicos, aprecia duas horas de corrida antes do café da ma- 
nhã. Outros não desejam nenhum exercício matinal maior 
do que levar a mão até a boca. Nos dois casos, glicogênio e 
triacilgliceróis servem como combustível primário para os 
processos que requerem energia e são sintetizados em tem- 
pos de fartura para uso futuro. 

a. Hormônios regulam o metabolismo de ácidos graxos 
A síntese e a degradação de glicogênio e triacilgliceróis, como 
detalhado no Capítulo 18 e acima, são processos que envol- 
vem o organismo inteiro, formando uma rede interdependen- 
te conectada pela circulação sanguínea. O sangue carrega os 
metabólitos responsáveis pela produção de energia: triacil- 
gliceróis na forma de quilomícrons e VLDL (Seção 12. 5 A), 
ácidos graxos complexados com albumina (Seção 25. le), 
corpos cetônicos, aminoácidos, lactato e glicose. As células 
pancreáticas a e p percebem o estado energético e alimen- 
tar do organismo, principalmente por meio da concentração 
sanguínea de glicose. As células a respondem às baixas con- 
centrações de glicose do jejum e a estados que demandam 
energia secretando glucagon. As células p respondem aos 
altos níveis de glicose após refeições e durante estados de re- 
pouso secretando insulina. Já foi visto (Seções 18.3E e 18.3F) 
de que modo esses hormônios influenciam o metabolismo do 
gÜcogênio. Eles também regulam as taxas das rotas opostas 
no metabolismo de lipídeos, controlando se os ácidos graxos 
serão oxidados ou sintetizados . Seus alvos são as enzimas re- 
guladoras (geradoras de fluxo) da síntese e da degradação de 
ácidos graxos em tecidos específicos (Fig. 25.43). 

Já se conhece a maioria dos mecanismos por meio dos 
quais as atividades catalíticas das enzimas de regulação po- 
dem ser controladas: disponibilidade de substrato, interações 
alostéricas e modificações covalentes (fosforilação). Esses 
são exemplos de regulação de curto prazo, que ocorre com 
tempos de resposta de minutos ou menos. A síntese de ácidos 
graxos é controlada, em parte, pela regulação de curto prazo. 
A acetil-CoA-carboxilase, que catalisa a primeira etapa des- 
sa rota, é inibida pela palmitoil-CoA e pelo aumento na fos- 


forilação dependente de AMPc (estimulada por glucagon) e 
é ativada pelo citrato e pela desfosforilação (estimulada por 
insulina) (Seção 25 .4B). 

Existe outro mecanismo para controlar uma enzima re- 
guladora de uma rota: alteração da quantidade de enzima 
presente por meio de mudanças nas taxas de síntese e/ou de 
degradação de proteína. Esse processo requer horas ou dias 
e é chamado de regulação de longo prazo (o controle da sín- 
tese e da degradação de proteína é discutido nos Capítulos 
31 e 32). A biossíntese de lipídeos também é controlada pela 
regulação de longo prazo, com a estimulação por insulina da 
síntese da acetil-CoA-carboxilase e da ácido-graxo-sintase e 
a inibição delas por jejum prolongado. A presença na dieta 
de ácidos graxos poli-insaturados também reduz a concen- 
tração dessas enzimas. A quantidade da lipase lipoproteica 
do tecido adiposo, enzima que inicia a entrada de ácidos gra- 
xos associados à lipoproteína no tecido adiposo para arma- 
zenamento (Seção 12.5Ba), também aumenta com insulina 
e diminui com jejum prolongado. Em contraste, a concen- 
tração da lipase lipoproteica do coração, que controla a en- 
trada de ácidos graxos de lipoproteínas no tecido cardíaco 
para oxidação (em vez de armazenamento), decresce na pre- 
sença de insulina e aumenta com jejum prolongado. O jejum 
prolongado e/ou exercícios físicos regulares, por reduzirem 
a concentração de glicose no sangue, modificam o balanço 
hormonal do corpo. Essa situação resulta em mudanças de 
longo prazo na expressão gênica, que aumentam os níveis das 
enzimas da oxidação de ácidos graxos e reduzem os níveis das 
enzimas da biossíntese de lipídeos. 

A oxidação de ácidos graxos é regulada, em grande parte, 
pela concentração sanguínea de ácidos graxos, a qual é, por 
sua vez, controlada pela taxa de hidrólise de triacilgliceróis 
no tecido adiposo pela triacilglicerol-lipase sensível a hor- 
mônio. Essa enzima é assim chamada devido a sua susceti- 
bilidade de regulação por fosforilação e desfosforilação em 
resposta aos níveis de AMPc controlados por hormônios. 
A adrenalina, a noradrenalina e o glucagon aumentam as 
concentrações de AMPc no tecido adiposo. O AMPc ativa 
a proteína-cinase A (PKA) alostericamente, a qual, por sua 
vez, aumenta o nível de fosforilação de enzimas suscetíveis. 
A fosforilação ativa a triacilglicerol-lipase sensível a hor- 
mônios, estimulando a lipólise no tecido adiposo, elevando 
a concentração sanguínea de ácidos graxos e, finalmente, 
ativando a rota de (3-oxidação em outros tecidos, como fíga- 
do e músculo. No fígado, esse processo leva à produção de 
corpos cetônicos, que são secretados na corrente sanguínea 
para utilização como um combustível alternativo à glicose 
nos tecidos periféricos. A PKA, agindo em conjunto com 
a proteína-cinase dependente de AMP (AMPK), também 
inativa a acetil-CoA-carboxilase (Seção 25 .4B), uma das en- 
zimas limitantes da velocidade de síntese de ácidos graxos; 
logo, a fosforilação dependente de AMPc simultaneamente 
estimula a oxidação e inibe a síntese de ácidos graxos. 

A insulina tem o efeito oposto ao do glucagon e da 
adrenalina: ela estimula a formação de glicogênio e tria- 
cilgliceróis. Esse hormônio, secretado em resposta a al- 
tas concentrações de glicose no sangue, desencadeia uma 
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FIGURA 25.43 Sítios de regulação do metabolismo de ácidos graxos. 


complexa rede de transdução de sinais (Seção 19.4F) que 
induz uma regulação de longo prazo a numerosas enzimas, 
além de diminuir os níveis de AMPc. Essa diminuição leva 
à desfosforilação e, portanto, à inativação da lipase sensí- 
vel a hormônio, reduzindo a quantidade de ácidos graxos 


disponíveis para oxidação. A insulina também estimula a 
desfosforilação da acetil-CoA-carboxilase, ativando a en- 
zima (Seção 25.4Ba). Assim, a proporção glucagon: insuli- 
na determina a taxa e a direção do metabolismo de ácidos 
graxos . 
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Outro mecanismo que inibe a oxidação de ácidos gra- 
xos enquanto sua síntese é estimulada é a inibição da car- 
nitina-palmitoil- transí erase I pela malonil-CoA. Essa ini- 
bição mantém os ácidos graxos recém-sintetizados fora da 
mitocôndria (Seção 25 .2B) e, assim, distantes do sistema de 
(3-oxidação. Como visto (Seção 25.4Bc), o músculo cardíaco, 
um tecido oxidativo que não realiza a biossíntese de ácidos 
graxos, contém uma isoforma da acetil-CoA-carboxilase, 
ACC2, cuj a única função parece ser a de sintetizar malonil- 
-CoA para regular a oxidação de ácidos graxos. 

A AMPK também pode ser um importante regulador 
no metabolismo de ácidos graxos. Essa enzima é ativada por 
AMP e inibida por ATP; assim, parece servir como um me- 
didor de combustível da célula. Quando os níveis de ATP es- 
tão altos, sinalizando os estados alimentado e repouso, essa 
cinase está inibida, permitindo que a ACC seja desfosforila- 
da (ativada), estimulando a produção de malonil-CoA para 
síntese de ácidos graxos no tecido adiposo e para inibição da 
oxidação de ácidos graxos nas células musculares. Quando 
os níveis de atividade aumentam, causando um declínio nos 
níveis de ATP concomitantemente a um aumento nos ní- 
veis de AMP, a AMPK é ativada para fosforilar (inativar) 
ACC. O resultante decréscimo nos níveis de malonil-CoA 
causa o decréscimo da biossíntese de ácidos graxos no tecido 
adiposo, enquanto a oxidação de ácidos graxos aumenta no 
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FIGURA 25.44 Todos os átomos de carbono do colesterol são 
derivados do acetato. 


músculo, para fornecer o ATP necessário à continuação da 
atividade. 


6 METABOLISMO DO COLESTEROL 

O colesterol é um constituinte vital das membranas celulares 
e um precursor dos hormônios esteroides e dos ácidos bilia- 
res . Apesar de ser essencial à vida, sua deposição nas arté- 
rias está associada a doenças cardiovasculares e a derrames, 
duas das principais causas de mortalidade em seres huma- 
nos. Em um organismo saudável, um equilíbrio intrincado 
é mantido entre a biossíntese, a utilização e o transporte de 
colesterol, fazendo com que sua deposição prejudicial per- 
maneça em um nível mínimo. Nesta seção, serão estudadas 
as rotas de biossíntese e de transporte de colesterol e de 
que modo elas são controladas. Será examinado também 
como o colesterol é utilizado na biossíntese de hormônios 
esteroides e de ácidos biliares. 

A. B/ossíntese do coíesterof 

Todos os átomos de carbono do colesterol são derivados do 
acetato (Fig. 25.44). Observações sobre o padrão de incor- 
poração levaram Konrad Bloch a propor que o acetato é pri- 
meiramente convertido em unidades isopropeno, unidades 
C, que possuem o esqueleto de carbono de isopreno: 

CH, C 

I I 

ch 2 =c--ch=ch 2 c—c— c— c 

Isopreno Unidade de isopreno 

(2-Metil-l,3-butadieno) 

As unidades de isopreno são condensadas para formar uma 
molécula linear, precursora do colesterol, que é, então, orga- 
nizada em uma estrutura cíclica. 

Foi demonstrado que esqualeno, um hidrocarboneto 
poli-isoprenoide (Fig. 25.45a), é o intermediário linear na 
biossíntese de colesterol pela observação de que animais 
alimentados com esqualeno marcado isotopicamente produ- 
ziam colesterol marcado. O esqualeno pode ser dobrado de 
diversas maneiras, de modo a ciclizar e formar o núcleo es- 
terol de quatro anéis (Seção 12.1E). O padrão de dobramen- 
to proposto por Bloch e Robert B. Woodward (Fig. 25.45Í») 
provou estar certo. 



FIGURÂ 25.45 Esqualeno. (a) Conformação estendida. Cada quadrado contém uma unidade de isopreno. (b) Dobrado em pre- 
paração para ciclização, como previsto por Bloch e Woodward. 



976 Donald Voet / Judiíh G. Voet 


Acetil-CoA 


HMG-CoA 


Mevalonato- 

-pirofosfato 


HMG-CoA-redutase 


Mevalonato 


Isopenteníl- 

-pirofosfato 






Dimetílalll- 

-pirofosfato 


Isopentenil- 

adenosina 

(tRNA) 


Geranil-pirofosfato 


Farnesíl- 



RGURA 25.46 A rota ramificada do metabolismo de isoprenoides em células de mamíferos. A rota produz ubiquinona, dolicol, 
proteínas famesiladas e geranilgeraniladas e isopentenil-adenosina, uma base modificada de tRNA, além do colesterol. 


O sumário dos principais estágios da biossíntese de co- 
lesterol, segundo Bloch, era 

Acetato > intermediário isoprenoide > 

esqualeno > produto ciclizado » colesterol 

Essa rota foi verificada experimentalmente e seus deta- 
lhes foram elaborados. Atualmente, sabe-se que isso é par- 
te de uma rota ramificada (Fig. 25.46), que produz vários 
outros isoprenoides essenciais, como ubiquinona (CoQ; 
Fig. 22.11b), dolicol (Fig. 23.15), proteínas famesiladas e 
geranilgeraniladas (Fig. 12.29) e isopentenil-adenosina 
(uma base modificada do tRNA; Fig. 32.10). Será exami- 
nada com detalhes a porção dessa rota que sintetiza coles- 
terol. Observe, entretanto, que mais de 25.000 isoprenoi- 
des (também chamados de terpenoides), na sua maioria 
originários de plantas, fungos e bactérias, foram isolados. 
Eles servem como constituintes de membranas (como o co- 
lesterol), hormônios (esteroides), feromônios, agentes de- 


fensivos, agentes fotoprotetores (p. ex., fJ-carotenos; Seção 
24.2Ad) e pigmentos da visão (como os da retina; Seção 
12.3 Ab), somente para citar algumas de suas muitas fun- 
ções biológicas. 

a. A HMG-CoA é um precursor-chave do colesterol 
A acetil-CoA é convertida em unidades de isopreno por 
uma série de reações iniciadas pela formação de hidroxime- 
tilglutaril-CoA (HMG-CoA; Fig. 25.26), um composto que 
é também um intermediário na síntese de corpos cetônicos 
(Seção 25.3). A síntese de HMG-CoA requer a participação 
de duas enzimas: tiolase e HMG-CoA-sintase. Na mitocôn- 
dria, essas duas enzimas formam HMG-CoA para a síntese 
de corpos cetônicos, enquanto as isoenzimas citosólicas des- 
sas duas proteínas geram a HMG-CoA que é usada na bios- 
síntese de colesterol. Seus mecanismos catalíticos, contudo, 
são idênticos. 

A HMG-CoA é a precursora de dois intermediários iso- 
prenoides, isopentenil-pirofosfato e dimetilalil-pirofosfato: 
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A formação de isopentenil-pirofosfato envolve quatro rea- 
ções (Fig. 25.47): 

1. O grupo tioéster da CoA na HMG-CoA é reduzido a 
álcool em uma redução de quatro elétrons dependente de 
NADPH, catalisada pela HMG-CoA-redutase, produzindo 

mevalonato. 

2. O novo grupo OH é fosforilado pela mevalonato-5-fos- 
fotransferase. 

3. O grupo fosfato é convertido a pirofosfato pela fosfome- 
valonato-cinase. 

4. A molécula sofre uma reação de descarboxilação, e o 
álcool resultante é desidratado pela pirofosfomevalonato- 
-descarboxilase. 

A HMG-CoA-redutase é a enzima limitante da velocida- 
de na biossíntese de colesterol e é o principal sítio de regula- 
ção na rota. Essa enzima de 888 resíduos, ligada à membrana 
do retículo endoplasmático, é regulada, como será visto na 
Seção 25.6Bb, por mecanismos competitivos e alostéricos, 
fosforilação/desfosforilação e regulação de longo prazo. O 
próprio colesterol, por retroalimentação, é um importante 
regulador da enzima. 

b. A pirofosfomevalonato-descarboxllase catalisa uma reação 
aparentemente combinada 

5-pirofosfomevalonato é convertido a isopentenil-pirofosfa- 
to por uma reação de desidratação-descarboxilação depen- 
dente de ATP, catalisada pela pirofosfomevalonato-descar- 
boxilase (Fig. 25.48). Quando [3- ls O]-5-pirofosfomevalonato 
(*0 na Fig. 25.48) é usado como substrato, o oxigênio marca- 
do aparece no P ; .. Essa observação sugere que 3-fosfo-5-piro- 
fosfomevalonato é um intermediário da reação. Como todas 
tentativas de isolar esse intermediário falharam, foi proposto 
que a fosforilação, a eliminação a,p de C0 2 e a eliminação de 
P ; ocorrem em uma reação combinada. 

O equilíbrio entre isopentenil-pirofosfato e dimetialil- 
-pirofosfato é catalisado pela isopentenil-pirofosfato- 
-isomerase. A reação parece ocorrer via outra reação de 
protonação/desprotonação envolvendo a mediação de um 
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FIGURA 25.47 Formação de isopentenil-pirofosfato a partir de HMG-CoA. 
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FIGUR V 25.48 Ação da pirofosfomevalonato-descarboxilase. A enzima catalisa uma desidrataçao-descarboxilaçao combinada 
dependente de ATP do pirofosfomevalonato, gerando isopentenil-pirofosfato. 


carbocátion intermediário terciário. Resíduos Cys e Glu 
estão envolvidos como os principais catalisadores ácidos e 
básicos, respectivamente (Fig. 25.49), como sustentado pela 
mutagênese sítio-direcionada e pela estrutura por raios X 
da enzima. Especula-se que o carbocátion sej a estabilizado 
através de interações com a nuvem r do anel aromático do 
resíduo de Trp adjacente. Resíduos aromáticos fornecem 
interações ricas em elétrons com grupos carregados positi- 
vamente, sem formar ligações co valentes que destruiriam o 
intermediário. 

c. 0 esqualeno é formado pela condensação de seis unidades 
de isopreno 

Quatro isopentenil-pirofosfatos e dois dimetilalil-pirofosfa- 
tos condensam-se para formar o esqualeno, o precursor C 3t} 
do colesterol, em três reações catalisadas por duas enzimas 
(Fig. 25.50): 

1. A prenil-transferase (farnesil-pirofosfato-sintase) cata- 
lisa a condensação cabeça-com-cauda (l'-4) do dimetialil- 
-pirofosfato e do isopentenil-pirofosfato para produzir o 
composto geranil-pirofosfato. 

2. A prenil-transferase catalisa a segunda condensação 
cabeça-com-cauda do geranil-pirofosfato e do isopentenil- 
-pirofosfato para produzir o composto farnesil-pirofosfato 
(FPP). 

3. A esqualeno -sintase (SQS) catalisa, então, a condensa- 
ção cabeça-com-cabeça (1-1') de duas moléculas de farnesil- 
-pirofosfato, formando o esqualeno. O farnesil-pirofosfato é 
também o precursor de dolicol, proteínas farnesiladas e gera- 
nilgeraniladas e da ubiquinona (Fig. 25.46). 

A prenil-transferase catalisa a condensação de isopen- 
tenil-pirofosfato com um pirofosfato alílico (conjugado a 
uma ligação dupla C=C). A enzima é específica para iso- 
pentenil-pirofosfato, mas pode usar como substrato alílico 
o dimetilalil-pirofosfato de 5 carbonos ou o geranil-pirofos- 
fato de 10 carbonos. O mecanismo de condensação catali- 
sado pela prenil-transferase é particularmente interessante 
por ser uma das poucas reações catalisadas por enzimas que 
ocorrem por meio de um intermediário carbocátion. Dois 
possíveis mecanismos de condensação podem ser vislum- 
brados (Fig. 25.51): 

Esquema I Um mecanismo S N 1, no qual um carbocátion 
alílico se forma pela eliminação de PP ; . O isopentenil-piro- 
fosfato então se condensa com esse carbocátion, formando 
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FIGURA 25.49 Mecanismo da isopentenil-pirofosfato- 
-isomerase. A enzima interconverte isopentenil-pirofosfato e 
dimetilalil-pirofosfato por meio de uma reação de protonação/ 
desprotonação envolvendo um intermediário carbocátion, no 
qual resíduos de Cys e Glu agem como doador e receptor de 
elétrons. Estima-se que o carbocátion intermediário seja estabi- 
lizado pelas interações tt com a cadeia lateral do Trp adjacente. 
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FIGURA 25.50 Formação de esqualeno a partir de isopente- 
nil-pirofosfato e de dimetilalil-pirofosfato. A rota inclui duas 
condensações cabeça-com-cauda catalisadas pela prenil-trans- 
ferase e uma condensação cabeça-com-cabeça catalisada pela 
esqualeno-sintase. 
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K m do substrato natural (FeH possuem raios atômicos si- 
milares) para a segunda condensação (l'-4) catalisada pela 
prenil-transferase: 



um novo carbocátion, que elimina um próton para formar o 
produto. 

Esquema II Uma reação S N 2, na qual o PP, alílico é des- 
locado de uma maneira combinada. Nesse caso, um nucleó- 
filo da enzima, X, auxilia na reação. Esse grupo é eliminado 
na segunda etapa, com a perda de um próton para formar o 
produto. 



D ale Poulter e Hans Riling usaram a lógica química para 
diferenciar esses dois mecanismos. Tirando proveito do fato 
de serem as reações S N 1 muito mais sensíveis a grupos re- 
movedores de elétrons que as reações S N 2, eles sintetizaram 
um derivado de geranil-pirofosfato no qual o H em C2 é 
substituído pelo grupo flúor (F), removedor de elétrons. Não 
surpreendentemente, esse substrato alílico possui o mesmo 


Entretanto, é a V múx da reação que importa nesse caso. 
Se a reação for um deslocamento S N 2, o grupo derivado 
contendo flúor deve reagir a uma velocidade similar à ve- 
locidade do substrato natural. Se, em vez disso, a reação 
possuir um mecanismo S N 1, o derivado contendo flúor deve 
reagir muito mais lentamente que o substrato natural. De 
fato, 3-fluor-geranü-pirofosfato gera o produto em uma ve- 
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FIGURA 25.51 Dois possíveis mecanismos para a 
reação da prenil-transferase. O Esquema I envolve 
a formação de um intermediário carbocátion, en- 
quanto o Esquema II envolve a participação de um 
nucleófilo da enzima, X. 


v 



Esquema II 

Condensação-eliminação 



locidade < 1% da velocidade do substrato natural, apoian- 
do fortemente o mecanismo S N 1, com um intermediário 
carbocátion. 

Sabe-se hoje que carbocátions participam em várias rea- 
ções na biossíntese de isoprenoides. As enzimas são classi- 
ficadas de acordo com o modo que elas geram esses carbo- 
cátions. Enzimas da Classe I o fazem por meio da liberação 
de pirofosfato, como visto no caso da prenil-transferase. 
Enzimas da Classe II o fazem por meio da protonação de 
uma ligação dupla, como a isopentenil-pirofosfato-isomerase 
(Fig. 25.49), ou um epóxido, como será visto a seguir para a 
oxidoesqualeno-ciclase. 

Esqualeno, o precursor imediato do esterol, é formado 
por condensação cabeça-com-cabeça de duas moléculas de 
FPP pela SQS. Embora a enzima seja de Classe I, estrutu- 
ralmente relacionada à prenil-transferase e geradora de car- 
bocátions pela liberação de pirofosfato, a reação não é uma 
simples condensação cabeça-com-cauda, mas, em vez disso, 
ocorre por um complexo mecanismo de duas etapas, cada 
uma sendo catalisada por sítios ativos diferentes na enzima 
(Fig. 25.52): 

Etapa I A reação de duas moléculas FPP gera o inter- 
mediário estável pré-esqualeno -pirofosfato. Essa reação é 
iniciada pela eliminação de PP, de uma molécula de farnesil- 
-pirofosfato para formar um carbocátion alílico em Cl que 
é estabilizado pela interação ir com um resíduo de Tyr (Fig. 
25.53). O carbocátion deficiente de elétrons, altamente rea- 
tivo, penetra na ligação dupla C2=C3 (rica em elétrons) da 
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FIGURA 25.52 Ação da esqualeno-sintase. A enzima catalisa 
a condensação cabeça-com-cabeça de duas moléculas de farne- 
sil-pirofosfato para formar esqualeno. 
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segunda molécula, gerando pré-esqualeno-pirofosfato, um 
ciclopropilcarbinil-pirofosfato. 
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FIGURA 25.53 Mecanismo proposto para a formação de 
pré-esqualeno-pirofosfato a partir de duas moléculas de 
farnesil-pirofosfato pela esqualeno-sintase (Fig. 25.52, Eta- 
pa I). (1) O grupo pirofosfato de um farnesil-pirofosfato é 
liberado, gerando o carbocátion alílico. Essa etapa da reação 
é facilitada pelo próton doado pela cadeia lateral de um re- 
síduo Tyr, que então estabiliza o cátion alílico via interações 
ir-cátion. (2) A ligação dupla C2=C3 do segundo famesil- 
-pirofosfato ataca nucleofilicamente o carbocátion alílico, 
formando um carbocátion terciário em C3. (3) A subtração 
do próton pro-5 em Cl' pelo grupo fenolato do resíduo Tyr 
resulta na formação de uma ligação Cl'-C3, gerando pré- 
-esqualeno -pirofosfato . 


Etapa II O rearranjo e a redução de pré-esqualeno-piro- 
fosfato por NADPH forma esqualeno. Essa reação envolve a 
formação e o rearranjo do cátion ciclopropilcarbinil em uma 
complexa sequência de reações, chamada de processo 1-2-3 
(Fig. 25.54). 

A esqualeno-sintase (SQS), uma proteína monomérica, 
está ancorada à membrana do retículo endoplasmático por 
um pequeno domínio transmembrana C-terminal, com seu 
sítio ativo voltado para o citosol. Isso a permite receber seus 
substratos hidrossolúveis, farnesil-pirofosfato e NADPH, do 
citosol, e liberar seu produto hidrofóbico, esqualeno, no inte- 
rior da membrana do retículo endoplasmático. 

A estrutura por raios X da SQS humana, de 417 resíduos, 
complexada com o inibidor CP-320473, 
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FIGURA 25.54 Mecanismo de rearranjo e redução de pré- 
-esqualeno-pirofosfato a esqualeno, catalisado pela esqualeno- 
-sintase (Fig. 25.52, Etapa II). (1) O grupo pré-esqualeno-pi- 
rofosfato é liberado, gerando um carbocátion primário em Cl. 
(2) Os elétrons que formavam a ligação Cl' — C3 migram ao Cl, 
formando a ligação Cl — Cl' do esqualeno e um carbocátion 
terciário em C3. (3) O processo é completado pela adição de 
um íon hidreto, fornecido pelo NADPH, ao Cl', e pela forma- 
ção da ligação dupla C2 C3. 
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determinada por Jayvardhan Pandit, revela que a proteína 
se dobra como um domínio único, contendo um largo ca- 
nal através da face na qual CP-320473 se liga (Fig. 25.55). 
Estudos de mutagênese indicam que os resíduos de Asp e 
Arg, que revestem o canal, estão envolvidos na ligação de 
FPP. Desses, o Asp 80 e o Asp 84, conservados, estão en- 
volvidos na ligação a íons Mg 2+ que estão ligados ao grupo 
pirofosfato da FPP. Esses resíduos de Asp são adj acentes à 
Tyr 171, que forma a base do canal. Estudos de mutagênese 
identificaram esse aminoãcido como a Tyr essencial que está 
envolvida na estabilização do carbocãtion alüico intermediá- 
rio na etapa I da reação de SQS. A etapa II na reação da 
SQS exige que seus carbocátions intermediários altamente 
reativos não tenham contato com o solvente aquoso, sob 
risco de extinguir a reação. Isso sugere que, para a etapa 
II, o pré-esqualeno -pirofosfato produzido na etapa I pene- 
tre no canal até um bolsão revestido com os grupos hidro- 
fóbicos, incluindo Phe 288, cuja mutação inativa a enzima. 
Provavelmente, a Phe 288 estabiliza um dos intermediários 
catiônicos da etapa II (Fig. 25.54) por meio de interações 
ir-cátion. 

d. A ciclização do esqualeno produz o lanosterol 
O esqualeno, um hidrocarboneto linear C 30 , é ciclizado para 
formar o esqueleto esteroide tetracíclico em duas etapas. A 
esqualeno-epoxidase catalisa a oxidação do esqualeno para 
formar 2,3-oxidoesqualeno (Fig. 25.56). A oxidoesqualeno- 
-ciclase (alterna ti vamente, lanosterol-sintase) converte esse 


epóxido ao esteroide lanosterol, precursor do colesterol. 
Essa reação altamente exergônica é um processo quimica- 
mente complexo, envolvendo a ciclização de 2,3-oxidoesqua- 
leno ao cátion protosterol, por meio de um mecanismo de 
Classe II envolvendo a protonação do epóxido e o rearranjo 
desse cátion a lanosterol por uma série de trocas de hídridos 
e metilas 1,2 (Fig. 25.57). Observe que esta reação origina 
seis dos sete centros quirais do lanosterol. 

A estrutura por raios X da oxidoesqualeno-ciclase hu- 
mana em complexo com lanosterol, determinada por Armin 
Ruf, revela que esta proteína monomérica e monotópica 
(integral sem ser transmembrana) de 732 resíduos contém 
dois domínios estruturalmente similares chamados de bar- 
ris ol/ol (Fig. 25.58a). Um barril a/a consiste em dois barris 
concêntricos de 6 hélices cada, sendo as hélices do barril in- 
terno basicamente paralelas umas com as outras e antipara- 
lelas àquelas do barril externo (bem parecido com um barril 
a/p, em que as fitas p do barril interno são substituídas pelas 
hélices, mas com 6 unidades a/a em vez de 8 a/p). O sítio 
ativo da enzima está localizado no interior de uma cavida- 
de central alongada (Fig. 25.58b), à qual o lanosterol está 
ligado e que é acessível a partir da membrana através de um 
canal apoiar localizado dentro da parte da enzima imersa na 
membrana. 

As interações do 2,3-oxidoesqualeno com a oxidoesqua- 
leno-sintase motivam seu dobramento e reação de tal forma 
que somente lanosterol é formado. A cavidade do sítio ativo 
é revestida por várias cadeias laterais aromáticas, apropria- 
damente posicionadas para estabilizar os carbocátions inter- 
mediários da reação, enquanto protegem os intermediários 
catiônicos da extinção por outras enzimas nucleófilas ou 
água. A cascata catiônica (Fig. 25.57) é iniciada pela doação 
de um próton pelo Asp 455 ao anel epóxido do 2,3-oxidoes- 
qualeno pré-formado, e é suprimida pela His 232 que atua 
como uma base. 

A importância do posicionamento apropriado de resí- 
duos para a formação do produto correto foi demonstrada 
pela mutagênese sítio- dirigida: a conversão de Thr 384 da 
lanosterol-sintase a Tyr causa a colocação inapropriada da 
ligação dupla C8=C9, com 11% do produto tendo uma li- 



FEGURA 25.55 Estrutura por raios X da esqualeno-sintase 
(SQS) humana complexada com o inibidor CP 320473. O ini- 
bidor, em conjunto com as cadeias laterais de D80, D84, Y171 
e F288 está representado na forma de esferas e bastões e co- 
lorido de acordo com o tipo atômico (C do inibidor em verde, 
C da proteína em ciano, N em azul, O em vermelho e Cl em 
magenta). É visível o interior do canal central da proteína, com 
os supostos sítios ativos para a etapa I, ao fundo, e para a etapa 
II, no topo da fenda, respectivamente. O segmento C-terminal 
transmembrana da proteína (resíduos 371-417), junto com seus 
30 resíduos N-terminais, foram removidos para facilitar sua 
cristalização, o que não afeta sua atividade catalítica in vitro. 
(Com base na estrutura por raios X obtida por Jayvardhan 
Pandit, Pfizer Central Research, Groton, Connecticut, EUA. 
PDBid 1EZF.) 
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FIGURA 25.56 A reação da esqualeno-epoxidase. 
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gação dupla C9=C11 e 10% tendo um grupo 9-hidróxi; a 
dupla mutação T384Y/V454I aumenta para 64% a formação 
da ligação dupla C9=ll. Isso, juntamente com as diferentes 
formas de dobramento do substrato, explica como enzimas 
homólogas a oxidoesqualeno-ciclase causam a formação de 
produtos diferentes a partir de esqualeno e oxidoesqualeno. 



2,3-Oxidoesqualeno 



Cátion protosterol 
2 K H+ 



De fato, a enzima bacteriana esqualeno-hopeno-ciclase, ho- 
móloga à oxidoesqualeno-ciclase, sintetiza o composto C 30 

hopeno 



a partir de esqualeno. Sua estrutura por raios X, determina- 
da por Georg Schulz, revela que a enzima, que assemelha-se 
estruturalmente a oxidoesqualeno-ciclase, dobra o esquale- 
no na conformação predita para a geração de hopeno. Neste 
caso, a cascata de ciclases catiônicas é iniciada pela protona- 
ção de uma ligação dupla ao invés de um epóxido. 

e. O colesterol é sintetizado a partir de ianosterol 

A conversão de Ianosterol a colesterol (Fig. 25.59) é um 
processo de 19 etapas que não será explorado em detalhes. 


FIGURA 25.57 A reação da oxidoesqualeno-ciclase. (1) O 

2,3 -oxidoesqualeno é cidizado a um cátion protosterol em um 
processo iniciado pela protonação enzimática do oxigênio do 
epóxido de esqualeno, enquanto esta molécula estendida é do- 
brada na maneira predita por Bloch e Woodward. A abertura 
do epóxido deixa um centro deficiente de elétrons, cuja migra- 
ção impele uma série de ciclizações que acabam por formar o 
cátion protosterol. (2) Uma série de migrações de hidridos e 
metilas fornece um suposto intermediário carbocátion em C8, 
que então elimina um próton no C9 para formar a ligação dupla 
C8=C9 do Ianosterol. 
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F IGLIRÂ 25.58 Estrutura por raios X da oxidoesqualeno-ciclase humana em complexo com seu produto lanosterol. A proteína 
monomérica está representada na forma de fitas (a) vistas ao longo do eixo dos barris a/a e (b) rotada 90° sobre o eixo horizontal 
em relação a (a). As hélices internas de seus dois barris afa estão em ciano, as hélices externas estão em roxo, a porção apoiar 
imersa na membrana está em cor de laranj a e o restante da proteína está em cor-de-rosa. O lanosterol, que ocupa a cavidade do 
sítio ativo da enzima, localizado na região central da proteína, está representado na forma de volume atômico em (a) e na forma 
de bastões sobrepostas à forma de volume atômico em (b), com o C em verde e o O em vermelho em ambas as representações. As 
cadeias laterais de His 232 e Asp 455, cataliticamente importantes, juntamente com moléculas do detergente [3-octilglicosídeo e 
fragmentos de lipídeos que revestem a porção da enzima embebida na membrana, estão representados na forma de bastões com os 
C das cadeias laterais em magenta, C dos lipídeos e detergente em amarelo, e O em vermelho. A seta em (b ) indica a abertura da 
cavidade do sítio ativo da enzima, imersa na membrana. (Com base na estrutura por raios X obtida por Armin Ruf, F. Hoffmann- 
-La Roche AG, Basel, Suíça. PDBid 1 W6K.) 


Envolve uma oxidação e a perda de três grupos metila. O 
primeiro grupo metila é removido como formiato e os ou- 
tros dois eliminados como C0 2 , em reações que requerem 
NADPH e 0 2 . As enzimas envolvidas nesse processo estão 
localizadas na membrana do retículo endoplasmãtico. 

f. O colesterol é transportado no sangue e absorvido pelas 
células na forma de complexos lipoproteicos 
O transporte e a absorção celular do colesterol são des- 
critos na Seção 12.5. Para recapitular, o colesterol sinteti- 
zado pelo fígado é convertido em sais biliares para uso no 
processo digestivo (Seção 25.1) ou esterificado pela acil- 
-CoA:colesteroI-adI-transferase (ACAT) para formar éste- 
res de colesteril 



que são secretados na corrente sanguínea como parte de 
complexos lipoproteicos, chamados lipoproteínas de densi- 
dade muito baixa (VLDLs). À medida que as VLDLs circu- 
lam, elas gradativamente se tomam lipoproteínas de densida- 
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FIGURA 25.59 A conversão de lanosterol a colesterol em 19 reações. (Segundo Rilling, H.C., e Chayet, L.T., in Danielsson, H., 
e Sjõvall, J. [Eds.], Sterols and Bile Acids, p. 33, Elsevier [1985], conforme modificado por Bae, S.-H. e Paik, Y.-K., Biochem. J. 326, 
609-616 [1997].) 
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de intermediária (IDLs, de intermediate density lipoproteins ) 
e, em seguida, lipoproteínas de baixa densidade (LDLs, de 
low density lipoproteins), na proporção em que seus compo- 
nentes triacilgliceróis e a maioria de suas apolipoproteínas 
(Tabela 12.6) forem sendo removidos nos capilares dos teci- 
dos muscular e adiposo. Os tecidos periféricos normalmen- 
te obtêm a maior parte de seu colesterol exógeno a partir 
da LDL pela endocitose mediada por receptor (Fig. 25.60; 
Seção 12.5Bc). No interior da célula, ésteres de colesteril são 
hidrolisados por uma lipase lisossômica, liberando colesterol 
livre, que é incorporado nas membranas celulares ou reeste- 
rificado pela ACAT para armazenamento como gotículas de 
ésteres de colesteril. 


O colesterol da dieta, assim como os ésteres de coleste- 
xil e triacilgliceróis, é transportado no sangue por complexos 
lipoproteicos sintetizados no intestino, chamados de quilomí- 
crons. Após a remoção de seus triacilgliceróis nos tecidos pe- 
riféricos, os remanescentes de quilomícrons ligam-se a recep- 
tores específicos nas células do fígado e são absorvidos por 
endocitose mediada por receptores de uma maneira similar 
àquela de LDL. No fígado, o colesterol da dieta é usado na 
biossíntese de ácidos biliares (Seção 25.6C) ou empacotado 
como VLDL para exportação. Consequentemente, o fígado e 
tecidos periféricos possuem duas maneiras de obter colesterol: 
sintetizando -o a partir de acetil-CoA pela rota que se acabou 
de discutir ou da corrente sanguínea pela endocitose mediada 
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FIGURA 25.60 Endocitose mediada por receptores de LDL em células de mamíferos. O receptor de LDL é sintetizado no retí- 
culo endoplasmátíco, processado no aparelho de Golgi e inserido na membrana plasmática como um componente dos sulcos reves- 
tidos. A LDL é especificamente ligada ao receptor no sulco revestido e trazida para dentro da célula em endossomos que entregam 
a LDL aos lisossomos, reciclando o receptor de LDL para a membrana plasmática (Seção 12.5Bc). A degradação lisossômica de 
LDL libera colesterol, cuja presença reduz as taxas de síntese da HMG -CoA-redutase e do receptor de LDL (setas para baixo), en- 
quanto aumenta a da acil-CoA:colesterol-acil-transferase (ACAT; setas para cima). (Segundo Brown, M.S., e Goldstein, J.L., Curr. 
Top. Cell. Reg. 26, 7 [1985].) jfb Ver Figuras animadas 
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por receptores. Uma pequena quantidade de colesterol tam- 
bém penetra nas células através de uma rota não mediada 
por receptores. Observe, contudo, que o cérebro, que com- 
põe —2% da massa corporal humana, contém —30% de seu 
colesterol, deve sintetizar todo seu colesterol, j á que o coles- 
terol não consegue atravessar a barreira hematoencefálica. 

O colesterol circula continuamente entre o fígado e te- 
cidos periféricos: enquanto a LDL transporta o colesterol a 
partir do fígado, as lipoproteínas de alta densidade (HDLs, 
de high density lipoproteins ) o transportam de volta ao fíga- 
do. O excesso de colesterol é descartado pelo fígado como 
ácidos biliares, protegendo o corpo de um acúmulo excessivo 
dessa substância insolúvel em água. 

B. Controle da biossíntese e transporte do colesterol 

A biossíntese e o transporte do colesterol devem estar fir- 
memente regulados. Existem três formas pelas quais o supri- 
mento de colesterol é mantido: 

1. Pela regulação da atividade da HMG-CoA-redutase. 
Isso é efetuado de duas maneiras: 

(i) Regulação de curto prazo da atividade catalítica da enzi- 
ma por (a) inibição por competição, (b) efeitos alostéri- 
cos e (c) modificação covalente envolvendo fosforilação 
reversível. 

(íi) Regulação de longo prazo da concentração da enzima, 
pela modulação das velocidades de síntese e degradação. 

2. Pela regulação da velocidade de síntese do receptor de 
LDL e, consequentemente, da taxa de captação do coleste- 
rol. Altas concentrações intracelulares de colesterol supri- 
mem a síntese do receptor de LDL, enquanto a baixa con- 
centração de colesterol estimula essa síntese. 

3. Pela regulação da taxa de esterificação e, consequente- 
mente, de remoção de colesterol livre. ACAT, a enzima que 
catalisa a esterificação intracelular de colesterol, é regulada 
por fosforilação reversível e por controle de longo prazo. 

a. A HMG-CoA-redutase é o principal sítio de controle da 
biossíntese de colesterol 

A HMG-CoA-redutase é a enzima limitante da velocidade 
na biossíntese de colesterol e, como esperado, é o principal 
sítio de regulação da rota. Contudo, a rota se ramifica depois 
dessa reação (Fig. 25.46); ubiquinona, dolicol, proteínas far- 
nesiladas e geranilgeraniladas e isopentenil adenosina tam- 
bém são produtos essenciais, embora secundários. Por isso, a 
HMG-CoA é alvo de controle “multivalente”, de curto e lon- 
go prazo, para coordenar a síntese de todos esses produtos. 

b. Controle de longo prazo por retroalimentação é o principal 
mecanismo de regulação da HMG-CoA-redutase 

O principal mecanismo de regulação da HMG-CoA é o con- 
trole de longo prazo, por retroalimentação, da quantidade de 
enzima presente na célula. Quando os níveis de LDL-coles- 
terol ou mevalonato caem, o nível de HMG-CoA-redutase 
pode subir em até 200 vezes, devido a um aumento na síntese 
da enzima associado a uma diminuição na sua degradação. 
Quando LDL-colesterol ou mevalonolactona (um éster in- 


terno de mevalonato que é hidrolisado a mevalonato e meta- 
bolizado na célula) 

h 3 c ch 2 — ch 2 

\/ \ 

c o 

/\ / 

HO CH 2 — C 
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são adicionados de volta à célula, os efeitos são revertidos. 

O mecanismo pelo qual é feito o controle da expres- 
são de mais de 20 genes envolvidos na biossíntese e na ab- 
sorção do colesterol, como aqueles que codificam HMG- 
CoA-redutase e o receptor LDL, foi elucidado por Michael 
Brown e Joseph Goldstein. Todos esses genes contêm uma 
sequência de DNA anterior ao sítio de iniciação da transcri- 
ção chamado de elemento regulador de esterol (SRE). Para 
que esses genes sejam transcritos, um fator de transcrição 
específico, a proteína de ligação ao elemento regulador de 
esterol (SREBP), deve ligar-se ao SRE (a expressão gê- 
nica de eucariotos é discutida na Seção 34.3). A SREBP é 
sintetizada como uma proteína integral de membrana que, 
quando a concentração de colesterol é suficientemente alta 
(Fig. 25.61a), permanece na membrana do retículo endoplas- 
mático complexada com a proteína ativadora da divagem de 
SREBP (SCAP) e uma proteína chamada Insig. A SREBP, 
de —1.160 resíduos, consiste em três domínios (Fig. 25.61a): 
(1) um domínio citosólico N-terminal de —480 resíduos, que 
é membro da família da hélice-alça-hélice básica/zíper de 
leucina (bHAH/Z) de fatores de transcrição (Seção 34.3Br), 
que se ligam especificamente a SREs; (2) um domínio trans- 
membrana de —90 resíduos constituído de duas hélices 
transmembrana conectadas por uma alça hidrofílica lumi- 
nal de —30 resíduos; e (3) um domínio regulatório citosóli- 
co C-terminal de —590 resíduos. A SCAP (1.276 resíduos) é 
constituída por dois domínios: (1) um domínio N-terminal de 
730 resíduos que contém oito hélices transmembrana; e (2) 
um domínio citosólico C-terminal de 546 resíduos que con- 
tém cinco cópias do motivo de interação proteína-proteína 
conhecido como repetição WD (também chamado de motivo 
de sequência WD40 por causa de seu comprimento de —40 
resíduos; Seção 19.2Cc) e que, presumivelmente, forma um 
propulsor fJ de 5 pás similar ao propulsor p de 7 pás da subu- 
nidade G^ (Fig. 19.19b). A proteína Insig (nomeada para in- 
dicar o gene induzido por insulina, em inglês msulin-mduced 
gene, embora o efeito da insulina tenha sido posteriormente 
mostrado ser indireto) consiste em seis hélices transmembra- 
na. A SCAP e a SREBP associam-se através das interações 
entre o domínio regulatório da primeira com o domínio WD 
da segunda (Fig. 25.61 a). 

A SCAP funciona como um sensor de esterol. Um seg- 
mento de —170 resíduos de sua região transmembrana, o 
domínio sensor de esterol, interage com esteróis, embora 
não seja conhecido como isso acontece. Quando o coleste- 
rol da membrana do retículo endoplasmãtico está exaurido 
(Fig. 25.61b), a SCAP muda sua conformação e desta ma- 
neira libera a proteína Insig, o que permite a SCAP ligar-se 
a subunidade de ligação de carga Sec24 da proteína de re- 
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FÍGURA 25 61 A ativação proteolítica de SREBP mediada por colesterol, (a) Quando os níveis celulares de colesterol estão 
altos, o complexo Insig-SCAP-SREBP permanece na membrana do retículo endoplasmático. (b) Quando os níveis de colesterol es- 
tão baixos, a SCAP dissocia-se da Insig e liga-se à proteína COPII. O complexo SCAP-SREPB é então transportado, por vesículas 
revestidas por COPII, ao aparelho de Golgi, onde SREBP sofre clivagem proteolítica sequencial pelas proteases ligadas à membra- 
na SI P e S2P. Isso libera o domínio N-terminal de SREBP, que contém bHLH/Zip, que, por sua vez, penetra no núcleo, onde se 
liga aos SREs de seus genes-alvo, induzindo sua transcrição. (Segundo Goldstein, J., Rawson, R.B., e Brown, M., Arch. Biochem. 
Biophys. 397, 139 [2002].) 


vestimento de vesículas COPII (Seção 12.4Ca). A vesícula 
revestida por COPII, por sua vez, acompanha o complexo 
SREBP-SCAP até o aparelho de Golgi. Nele a SREBP é 
clivada sucessivamente por duas proteases ligadas à mem- 
brana (Fig. 25.61b). A protease sítio-1 (S1P), uma serino- 
-protease da família das subtilisinas, cliva a SREBP na alça 
luminal que conecta suas duas hélices transmembrana, mas 
somente quando ela está associada à proteína ativadora da 
clivagem. Essa clivagem expõe uma ligação peptídica lo- 
calizada a três resíduos do início da hélice transmembra- 
na N-terminal de SREBP. Essa ligação peptídica é clivada 
pela protease sítio-2 (S2P), uma zinco-metalo-protease, 
liberando o domínio bHAH/Z para migrar até o núcleo, 


onde ele ativa a transcrição de seus genes-alvo. Por isso, 
o nível de colesterol celular aumenta até que a proteína 
ativadora da clivagem cesse a indução do translado de 
SREBP ao aparelho de Golgi, um caso clássico de inibição 
por retroalimentação. 

Essa rota regulatória complexa foi elucidada, em parte, 
pela geração de diferentes linhagens de camundongos trans- 
gênicos que superexpressam uma ou outra das proteínas 
mencionadas, e de camundongos nocautes que carecem de 
uma ou outra dessas proteínas. Por exemplo, camundongos 
nocautes com deficiência da proteína ativadora da clivagem 
ou S1P hepáticas possuem reduzida expressão de HMG- 
CoA-redutase e receptores de LDL, mesmo quando alimen- 








Bioquímica 


989 


tados com uma dieta deficiente em colesterol. Em contraste, 
camundongos transgênicos que superexpressam SREBP ou 
SCAP apresentam expressão muito aumentada das proteí- 
nas mencionadas. Na verdade, animais que superproduzem 
somente o domínio bHAH/Z da SREBP possuem fígados 
exageradamente grandes (até 4 vezes maior que o normal), 
devido ao acúmulo de ésteres de triacilgliceróis e colesteril. 
Mesmo assim, eles continuam a transcrever os genes- alvo de 
SREBP de tal modo que seus níveis de mRNA são até 75 
vezes mais altos que o normal. Muitos indivíduos que sofrem 
de obesidade ou diabetes causado por resistência à insulina 
(diabetes tipo 2; Seção 27.4B) possuem fígados gordurosos, o 
que leva ao colapso do fígado em alguns casos. Fígados gor- 
durosos devido à resistência a insulina parecem ser causados 
por níveis elevados da SREBP em resposta aos níveis eleva- 
dos de insulina. 

O nível de HMG-CoA-redutase também responde ao 
nível do precursor de colesterol lanosterol (Seção 25.6d). O 
domínio N-terminal da HMG-CoA-redutase, ligado à mem- 
brana do retículo endoplasmático, contém 8 hélices trans- 
membrana, enquanto seu domínio C-terminal, que contém 
o sítio ativo e está ligado ao domínio N-terminal por meio 
de uma sequência flexível rica em Pro, projeta-se para o ci- 
tosol. A Insig liga-se a um complexo enzimátieo que marca 
proteínas para degradação por ligã-las covalentemente à 
proteína ubiquitina (Seção 32.6B). Quando existe acúmulo 
de lanosterol na membrana do retículo endoplasmático, o 
domínio N-terminal da HMG-CoA-redutase também liga-se 
a Insig, e a HMG-CoA-redutase é portanto marcada para 
destruição. Consequentemente, a meia-vida de >12 horas 
da HMG-CoA-redutase em células deficientes em esteróis 
diminui para <1 hora quando esteróis estão presentes em 
abundância. 

c. A regulação da HMG-CoA-redutase por modificações 
covalentes é um meio de conservar energia celular 
A HMG-CoA-redutase existe em formas mais e menos (Uivas 
interconversíveis, assim como a glicogênio-fosforilase ( Seção 
18. 3 Ca), a glicogênio-sintase (Seção 18.3 D), a piruvato-desi- 
drogenase (Seção 21.2Cb) e a acetil-CoA-carboxilase (Seção 
25.4Ba), entre outras. A forma não modificada da HMG- 
-CoA-redutase é mais ativa; a forma fosforilada é menos ati- 
va. A HMG-CoA-redutase é fosforilada (inativada) na Ser 
871 em um sistema de cascata bicíclico pela enzima modifi- 
cável covalentemente proteína-cinase dependente de AMP 
(AMPK), que também atua na acetil-CoA-carboxilase (Se- 
ção 25.4Ba) (nesse contexto, essa enzima foi originalmente 
nomeada como HMG-Co A-redutase-cinase [RK] , até a des- 
coberta de ser idêntica à AMPK). Ao que tudo indica, esse 
mecanismo de controle conserva energia quando os níveis de 
ATP caem e os de AMP sobem, pela inibição de rotas bios- 
sintéticas. Essa hipótese foi testada por Brown e Goldstein, 
que usaram técnicas de engenharia genética para produzir 
células de hamster contendo uma HMG-CoA-redutase mu- 
tante com Ala substituindo a Ser 871, tornando-a imprópria 
para controle por fosforilação. Essas células respondem nor- 
malmente à regulação por retroalimentação por LDL-coles- 
terol e mevalonato, mas, ao contrário de células normais, não 
diminuem sua síntese de colesterol em resposta à diminuição 


de ATP, apoiando a ideia de que o controle da HMG-CoA- 
-redutase pela fosforilação está envolvido na conservação de 
energia. 

d. A atividade do receptor de LDL controla a homeostasia de 
colesterol 

Evidentemente, receptores de LDL possuem um papel im- 
portante na manutenção dos níveis plasmáticos de LDL-co- 
lesterol. Em indivíduos normais, aproximadamente metade 
do IDL formado a partir de VLDL penetra novamente no 
fígado por endocitose mediada por receptores de LDL (a 
IDL e a LDL contêm apolipoproteínas que se ligam especifi- 
camente ao receptor de LDL; Seção 12.5Bc). A IDL restante 
é convertida em LDL (Fig. 25.62 a). Por isso, a concentração 
sérica de LDL depende da velocidade na qual o fígado remo- 
ve IDL da circulação, o que, por sua vez, depende do número 
de receptores de LDL funcionais na superfície do hepatócito. 

A alta concentração sanguínea de colesterol (hipercoles- 
terolemia), resultante de superprodução e/ou subutilização 
de LDL, é sabidamente causada por duas irregularidades 
metabólicas: (1) a doença genética hipercolesterolemia fami- 
liar (HF) ou (2) uma dieta rica em colesterol. A HF é um de- 
feito genético dominante que resulta na deficiência de recep- 
tores de LDL funcionais (Seção 12.5Ca). Homozigotos para 
HF não possuem receptores de LDL funcionais, de modo 
que suas células não conseguem absorver IDL nem LDL por 
endocitose mediada por receptor. A elevada concentração 
de IDL na corrente sanguínea leva a um aumento correspon- 
dente de LDL, que é, obviamente, subutilizado, já que não 
pode ser captado pelas células (Fig. 25.62 b). Por isso, homo- 
zigotos HF possuem níveis plasmáticos de LDL-colesterol 
três a cinco vezes mais elevados que a média. Heterozigotos 
para HF, que são muito mais comuns, possuem aproximada- 
mente metade do número de receptores de LDL funcionais 
e mais ou menos o dobro dos níveis plasmáticos médios de 
LDL-colesterol. 

A ingestão de uma dieta rica em colesterol tem um efeito 
similar, porém mais tênue (Fig. 25.62c). O excesso de coles- 
terol da dieta entra nos hepatócitos em remanescentes de 
quilomícrons, suprimindo a síntese da proteína receptora de 
LDL. A consequente insuficiência de receptores de LDL na 
superfície das células do fígado tem consequências similares 
àquelas da HF. 

A deficiência de receptores de LDL, por origem gené- 
tica ou em função da dieta, eleva o nível de LDL por dois 
mecanismos: (1) produção de LDL aumentada, resultado da 
captação diminuída de IDL, e (2) diminuição da captação de 
LDL. Duas estratégias (além de uma dieta pobre em coles- 
terol) são usadas para neutralizar a hipercolesterolemia em 
humanos: 

1. Ingestão de resinas de troca de ânions (Seção 6.3 A) que 
ligam ácidos biliares, prevenindo sua absorção intestinal (re- 
sinas são insolúveis em água s. Os ácidos biliares, derivados 
do colesterol, são, de um modo geral, de maneira eficiente 
reabsorvidos e reciclados pelo fígado (Seção 25.6C). A eli- 
minação de ácidos biliares ligados à resina nas fezes força o 
fígado a converter mais colesterol em ácidos biliares do que o 
normal, A consequente diminuição nas concentrações séricas 
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FIGURA 25.62 Controle da produção e captação da LDL plasmâtica pelos receptores hepáticos de LDL. (a) Em pessoas nor- 
mais, a VLDL é secretada pelo fígado e convertida em IDL nos capilares dos tecidos periféricos. Aproximadamente metade das 
partículas de IDL plasmáticas liga-se aos receptores de LDL e é captada pelo fígado. O restante é convertido em LDL nos tecidos 
periféricos, (b) Em indivíduos com a doença hipercolesterolemia familiar (HF), os receptores de LDL hepáticos estão diminuídos 
ou ausentes devido a um defeito genético, (c) Em indivíduos normais que ingerem uma dieta rica em colesterol, o fígado fica reple- 
to de colesterol, o que reprime os níveis de produção do receptor de LDL. A deficiência do receptor, seja por origem genética ou 
dietética, eleva os níveis plasmãücos de LDL pelo aumento da taxa de produção e diminuição da taxa de captação de LDL. (Se- 
gundo Goldstein, J.L. e Brown, M.S.,/. Lipid Res. 25, 1457 [1984].) 


de colesterol induz a síntese de receptores de LDL (obvia- 
mente não em homozigotos para HF). Infelizmente, a redu- 
ção nos níveis séricos de colesterol também induz a síntese 
de HMG-CoA-redutase, que aumenta a taxa de biossíntese 
de colesterol. A ingestão de resinas que se ligam a ácidos bi- 
liares, como a colcstiramina (vendida como Questran) for- 
nece, portanto, apenas uma redução de 15 a 20% nos níveis 
plasmáticos de colesterol. 


2. Tratamento com inibidores competitivos da HMG-CoA- 
-redutase. Esses incluem (Fig. 25.63) os produtos fúngicos lo- 
vastatina (também chamado de mevinolina e vendido como 
Mevacor), pravastatina (Pravachol), e sinvastatina (Zocor), 
assim como o inibidor sintético atorvastatína (Lipitor), com- 
postos que são coletivamente chamados de estatinas. De 
fato, Lipitor é atualmente um dos fármacos mais prescritos 
nos EUA. A diminuição inicial no suprimento celular de 
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FIGURA 25. 33 Alguns dos inibidores competitivos de HMG-CoA-redutase usados para o tratamento de hipercolesterolemia. 

Fórmulas moleculares de lovastatina (Mevacor), pravastatina (Pravachol), sinvastatina (Zocor) e atorvastatina (Lipitor), 
todas elas inibidores competitivos potentes da HMG-CoA-redutase, estão mostradas. As estruturas de HMG-CoA e mevalo- 
nato são mostradas para comparação. Observe que a lovastatina, a pravastatina e a sinvastatina são lactonas, enquanto a ator- 
vastatina e o mevalonato são ácidos hidroxil. As lactonas são hidrolisadas enzimaticamente in vivo a suas formas ativas ácidos 
hidroxil. 


colesterol causado pela presença de estatinas também é al- 
cançado pela indução de receptores de LDL e HMG-CoA- 
-redutase, de modo que o nível de HMG-CoA-redutase 
alcançado é quase aquele de antes da administração do fár- 
maco. Todavia, o grande número de receptores de LDL cau- 
sa um aumento na remoção de LDL e IDL (o precursor de 
LDL que contém apoB) , diminuindo consideravelmente os 
níveis de LDL séricos. Heterozigotos HF tratados com Lipi- 
tor apresentam rotineiramente uma redução de 40 a 50% no 
colesterol sérico. 

Além disso, o uso combinado desses agentes resulta em 
uma diminuição clinicamente drástica de 50 a 60% nos níveis 
séricos de colesterol. 

e. Superexpressão de receptores de LDL previnem 
hipercolesterolemia Induzida pela dieta 
Experimentos de terapia genica estão em andamento para 
o tratamento de indivíduos com hipercolesterolemia (Seção 
5.5Hb). Uma linhagem de camundongos transgênicos foi de- 
senvolvida para superproduzir receptores de LDL humanos. 
Quando alimentados com uma dieta rica em colesterol, gor- 
dura e ácidos biliares, esses animais transgênicos não desen- 


volveram um aumento detectável de LDL plasmático. Por 
oposição, camundongos normais alimentados com a mesma 
dieta exibiram grandes aumentos nos níveis plasmáticos de 
LDL. Evidentemente, a superexpressão não regulada de re- 
ceptores de LDL consegue previnir a hipercolesterolemia 
induzida por dieta, ao menos em camundongos. 

C. Utilização do colesterol 

Colesterol é o precursor de hormônios esteroides e ácidos bi- 
liares. Hormônios esteroides são agrupados em cinco cate- 
gorias - progestinas, glicocorticoides, mineralocorticoides, 
androgênios e estrogênios - e fazem a mediação de uma 
ampla gama de funções fisiológicas vitais (Seção 19. 1G). 
Todos contêm a estrutura de quatro anéis do núcleo esterol 
e são extraordinariamente similares na estrutura, conside- 
rando as enormes diferenças nos seus efeitos fisiológicos. 
Um simplificado esquema biossintético (Fig. 25.64) indica 
suas similaridades e diferenças estruturais. Não discutire- 
mos os detalhes dessas rotas. 

A rota mais importante quantitativamente para a excre- 
ção de colesterol em mamíferos é a da formação de ácidos 
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FIGURA 25.64 Esquema simplificado da biossmtese de esteroides. As enzimas envolvidas são (1) a enzima de clivagem de cadeia 
lateral do colesterol, ( 2 ) C17 esteroide-hidroxilase, ( 3 ) C17,C20 esteroide-liase ( 4 ) C21 esteroide-hidroxilase, ( 5 ) llp esteroide- 
-hidroxilase, ( 6 ) Cl 8 esteroide-hidroxilase, ( 7 ) 18-hidróxi-esteroide-oxidase e ( 8 ) aromatase. 


biliares. Os principais ácidos biliares, colato e quenodeso- 
xicolato, são sintetizados pelo fígado e secretados como 
seus conjugados de glicina ou taurina (Fig. 25.65), os quais 
são conhecidos como sais biliares, à vesícula biliar. Dali, são 


secretados para o intestino delgado, onde agem como agen- 
tes emulsificantes na digestão e na absorção de gorduras e 
vitaminas lipossolúveis (Seção 25.1). Um eficiente sistema 
reciclador permite aos sais biliares circular entre o intestino 
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FIGURA 25.65 


Estrutura dos principais ácidos biliares e seus conjugados de glicina e de taurina. 


e o fígado muitas vezes por dia. Menos de 1 g/dia escapa do 
sistema reciclador, sendo posteriormente metabolizados por 
microrganismos no intestino grosso e excretados. Essa é a 
única rota do corpo para excreção do colesterol. 

A comparação das estruturas do colesterol e dos ácidos 
biliares (Figs. 25.44 e 25.65) indica que a biossíntese de áci- 
dos biliares a partir do colesterol envolve (1) saturação da 
ligação dupla 5,6, (2) epimerização do grupo 3p-OH, (3) in- 
trodução de grupos OH nas posições 7a e 12a, (4) oxidação 
do C24 a um ácido carboxílico, e (5) conjugação desse ácido 
carboxüico de cadeia lateral com glicina ou taurina. A coles- 
terol-7a-hidroxilase catalisa a primeira etapa, que é limitante 
de velocidade, na síntese de ácidos biliares, sendo cuidadosa- 
mente regulada. 

7 METABOLISMO DE EICOSANOIDES: 
PROSTAGLANDINAS, PROSTACICLINAS, 
TROMBOXANAS, LEUCOTRIENOS E LIP0X1NAS 

As prostaglandinas (PGs) foram primeiramente identifica- 
das no sêmen humano por Ulf von Euler, no início da década 
de 1930, pela capacidade de estimular contrações do útero 
e de baixar a pressão sanguínea. Ulf von Euler pensou que 
esses compostos fossem produzidos pela próstata (daí seu 
nome), mas foi mostrado posteriormente que eram sintetiza- 
dos nas vesículas seminais. Quando o engano foi descoberto, 
o nome já estava estabelecido. Na metade da década de 1950, 
materiais cristalinos foram isolados de fluidos biológicos e 
chamados de PGE (solúveis em éter) e PGF (solúveis em 
tampão fosfato). Foi o início da pesquisa sobre essas subs- 
tâncias potentes. 

Quase todas as células de mamíferos, com exceção dos 
leucócitos, produzem prostaglandinas e seus compostos rela- 
cionados - prostaciclinas, tromboxanas, leucotrienos e lipo- 
xinas - conhecidas coletivamente como eicosanoides , já que 
são todos compostos C ?0 ( do grego: eikosi, vinte ). Os eicosa- 
noides, como os hormônios endócrinos, possuem profundos 


efeitos fisiológicos em concentrações extremamente baixas. 
Eles fazem a mediação, por exemplo: (1) da resposta infla- 
matória, particularmente quando envolve as articulações 
(artrite reumatoide), a pele (psoríase) e os olhos; (2) da pro- 
dução de dor e febre; (3) da regulação da pressão sanguínea; 
(4) da indução da coagulação do sangue; (5) do controle de 
várias funções reprodutivas, como a indução ao trabalho de 
parto; e (6) da regulação do ciclo do sono. Por isso, as enzi- 
mas que sintetizam esses compostos e os receptores aos quais 
se ligam são alvo de intensa pesquisa farmacológica. 

Os eicosanoides são também parecidos com hormônios 
pelo modo como se ligam a receptores acoplados à proteína G 
( Seção 1 9.2B ) e muitos de seus efeitos são mediados intrace- 
lularmente pelo AMPc. Ao contrário dos hormônios endócri- 
nos, contudo, eles não são transportados na corrente sanguí- 
nea para seus sítios de ação. Em vez disso, esses compostos 
instáveis biológica e quimicamente (alguns se decompõem 
dentro de minutos ou menos in vitro ) são mediadores locais 
(hormônios parácrinos; Seção 19.1); isto é, eles agem no mes- 
mo ambiente no qual são sintetizados. 

Nesta Seção, serão discutidas as estruturas dos eicosa- 
noides e resumidas suas rotas biossintéticas e modos de ação. 
Atente para a grande diversidade de suas estruturas e fun- 
ções, um fenômeno que faz da elucidação do papel fisioló- 
gico dessas potentes substâncias uma área de pesquisa desa- 
fiadora. 

A. Visão geral 

Todas as prostaglandinas são derivadas do ácido graxo C 20 
hipotético ácido prostanoico, no qual os átomos de carbono 
8 a 12 formam um anel ciclopentano (Fig. 25.66a). As prosta- 
glandinas (do tipo A até I) diferem nos substituintes no anel 
ciclopentano (Fig. 25.66b): as PGAs são cetonas a,p-insatu- 
radas, as PGEs são cetonas [3-hidróxi, as PGFs são 1,3-dióis, 
etc. Na PGF tt , o grupo OH de C9 está no mesmo lado do 
anel que R p enquanto na PGF„ está no lado oposto. O subs- 
crito numérico no nome se refere ao número de ligações du- 
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FIGURA 25.66 Estruturas das prostaglandinas. (a) O esque- 
leto de carbono do ácido prostanoico, um composto semelhante 
às prostaglandinas. (6) Estruturas das prostaglandinas A-I. (c) 
Estruturas das prostaglandinas E„ E 2 e F 2ct (as primeiras prosta- 
glandinas a serem identificadas). 



A fi -dessaturase, formando o ácido 7 -linolênico (GLA), se- 
guido por um alongamento e uma segunda dessaturação, 
desta vez por uma A 5 -dessaturase (Fig. 25.67; Seção 25.4E). 
Prostaglandinas com o subscrito 1 (as prostaglandinas “sé- 
rie 1”) são sintetizadas a partir do ácido diomo- 7 -linolênico 
(DGLA; ácido 8.11.14-eicosatrienoico:, enquanto as pros- 
taglandinas “série 2” são sintetizadas a partir do ácido ara- 
quidônico. O ácido a-linolênico (ALA), outro ácido graxo 
essencial, já que as A 15 -dessaturases necessárias para sua 
síntese ocorrem somente em plantas, é um precursor do 
ácido 5,8,11, 14, 17-eicosapentaenoico (EPA) e das pros- 
taglandinas “série 3”. Como o araquidonato é o principal 
precursor das prostaglandinas em humanos, referiremo-nos 
preferencialmente às prostaglandinas “série 2” nos exem- 
plos. Note, entretanto, que quando o ácido linoleico pro- 
veniente da dieta e o ácido a-linolênico estão igualmente 
disponíveis, as atividades das A 5 - e A 6 -dessaturases são im- 
portantes na determinação das quantidades relativas desses 
precursores. 

a. Araquidonato é gerado pela hidrólise de fosfotlpídeos 

O araquidonato é armazenado nas membranas celulares 
como éster C2 do fosfatidilinositol e outros fosfolipídeos. 
A produção de metabólitos de araquidonato é controla- 
da pela taxa de liberação do araquidonato a partir desses 
fosfolipídeos, por três rotas alternativas (Fig. 25.68): 

1. A fosfolipase A 2 hidrolisa grupos acila no C2 de fosfoli- 
pídeos (Fig. 25.68b, esquerda). 

2. A fosfolipase C (Seção 19.4B) hidrolisa especificamen- 
te o grupo da cabeça polar do fosfatidilinositol, formando 
1,2-diacilglicerol (DAG) e fosfoinositol. O DAG é fosfori- 
lado pela diacilglicerol-cmase a ácido fosfatídico, um subs- 
trato para a fosfolipase A 2 (Fig. 25.68b, centro). (Relembre 
que o DAG e as várias formas fosforiladas do fosfoinosi- 
tol são também importantes moléculas sinalizadoras, que 
atuam como mediadores da cascata de fosfoinositídeos; 
Seção 19.4.) 

3. O DAG também pode ser diretamente hidrolisado pela 
diacilglicerol-lipase (Fig. 25.68b, direita). 

Corticosteroides são usados como agentes anti-inflama- 
tórios por inibirem a fosfolipase A 2 , reduzindo a taxa de pro- 
dução de araquidonato. 


pias contidas nas cadeias laterais do anel ciclopentano (Fig. 
25.66c). 

Em humanos, o precursor predominante das prostaglan- 
dinas é o ácido araquidônico ( ácido 5, 8,11,1 4-eicosatetra- 
enoico), um ácido graxo C 20 poli-insaturado com quatro li- 
gações duplas não conjugadas. A ligação dupla em 04 está 
a seis carbonos do carbono terminal (o carbono 10 ), sendo 
por isso o ácido araquidônico um ácido graxo <u-6. Como 
Sune Bergstrõm e Bengt Samuelson demonstraram, o áci- 
do araquidônico é sintetizado a partir do ácido graxo es- 
sencial ácido linoleico (também um ácido graxo to-6). Isto 
ocorre por meio da dessaturação do ácido linoleico pela 


b. O ácido acetilsalicílico inibe a síntese de prostaglandinas 
O uso de ácido acetilsalicílico como um agente analgési- 
co (para aliviar a dor), antipirético (para diminuir a febre) 
e anti-inflamatório foi disseminado a partir do século XIX. 
Apesar disso, foi somente após 1971 que John Vane desco- 
briu seu mecanismo de ação. O ácido acetilsalicílico , assim 
como anti-inflamatórios não esteroides ( AINEs), inibe a sín- 
tese de prostaglandinas a partir de precursores eicosanoides 
(Seção 25.7Ba). Esses inibidores provaram ser ferramentas 
valiosas na elucidação das rotas de biossíntese das prosta- 
glandinas e proporcionaram um ponto de partida para a sín- 
tese racional de novos fármacos anti-inflamatórios. 
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FIGURA 25.67 Síntese dos precursores das prostaglandinas. Os derivados do ácido linoleico diomoGLA (DGLA), do ácido ara- 
quidônico e do ácido 5,8,11,14,17-eicosapentaenoico (EPA) são os respectivos precursores das prostaglandinas da série 1, da série 2 
e da série 3. 


c. O ácido araquidônico é um precursor de leucotrienos, 
tromboxanas e prostaciclinas 

O ácido araquidônico também serve como precursor de com- 
postos cuja síntese não é inibida pelo ácido acetilsalicílico. 


Na verdade, existem duas rotas principais do metabolismo 
de eicosanoides. A chamada rota cíclica, que é inibida por 
AINE, forma os anéis de ciclopentano característicos das 
prostaglandinas, enquanto a chamada rota linear, que não é 
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FIGURA 25.68 Liberação de áddo araquidônico pela hidrólise de fosfolipídeos. (a) Os sítios de clivagem hidrolítica mediada pe- 
las fosfolipases A 2 e C. O grupo da cabeça polar, X, é frequentemente o inositol e suas várias formas fosforiladas (Seção 19.4D). (b) 
Rotas de liberação do ácido araquidônico a partir de fosfolipídeos. 
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FIGURA 25.70 A rota cíclica do metabolismo do áddo araquidônico. As diferentes vias desta rota geram prostaglandinas, pros- 
taciclinas e tromboxanas. 
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inibida por esses agentes, leva à formação de leucotrienos e 
HPETE (Fig. 25.69; Seção 25.7C). 

Estudos usando AINEs ajudaram a demonstrar que 
duas classes de compostos estruturalmente relacionados, as 
prostaciclinas e as tromboxanas (Fig. 25.70), são também 
produtos da rota cíclica do metabolismo de eicosanoides. Os 
produtos específicos produzidos por essa rota ramificada de- 
pendem do tecido envolvido. Plaquetas do sangue (trombó- 
citos), por exemplo, produzem quase exclusivamente trom- 
boxanas; células endoteliais vasculares, que compõem as 
paredes de veias e artérias, predominantemente sintetizam 
as prostaciclinas; e o músculo cardíaco produz PGI 2 , PGE 2 
e PGF 3 „ em quantidades mais ou menos iguais. No restante 
desta Seção, serão estudadas as rotas cíclica e linear do meta- 
bolismo de eicosanoides. 

B. A rota cíclica do metabolismo de eicosanoides: 
prostagia ndinas, prostaciclinas e tromboxanas 

A primeira etapa da rota cíclica do metabolismo de eico- 
sanoides é catalisada pela PGH-sintase (PGHS; também 
chamada de prostaglandina H-sintase e prostaglandina en- 
doperóxido-sintase; Fig. 25.71). Essa enzima contendo heme 
apresenta duas atividades catalíticas: uma atividade ciclo- 
-oxigenase e uma atividade peroxidase. A primeira catalisa 
a adição, mediada por um radical tirosil, de duas moléculas 
de 0 2 ao ácido araquidônico, formando PGG 2 . A segunda 
converte a função hidroperóxi de PGG 2 a um grupo OH, ge- 
rando PGH 2 . PGH 2 é um precursor intermediário de todas 
as prostaglandinas série 2, prostaciclinas e tromboxanas (Fig. 
25.70). A atividade ciclo-oxigenase dessa enzima dá a ela seu 
nome comum, COX (não confunda com a citocromo c oxida- 
se, também chamada de COX [Seção 22.2C5]). 

A PGHS, uma glicoproteína homodimérica de 576 resí- 
duos, é uma proteína monotópica de membrana que se esten- 
de para o lúmen do retículo endoplasmático. Sua estrutura 
por raios X, determinada por Michael Garavito, revela que 
cada uma das suas subunidades dobra- se em três domínios 
(Fig. 25.72a): um módulo N-terminal que estruturalmente se 
assemelha ao fator de crescimento da epiderme (EGF; um 
polipeptídeo hormonalmente ativo que estimula a prolifera- 
ção celular; Seção 12.3Ae); um motivo central, que se liga à 
membrana; e um domínio enzimático C-terminal. O motivo 
de 44 resíduos de ligação à membrana possui uma superfície 
hidrofóbica afastada do corpo da proteína (do mesmo modo 
que a oxidoesqualeno-ciclase [Fig. 25.586] e a amida-hidrola- 
se de ácidos graxos [Fig. 12.28]). 

O sítio ativo peroxidase da PGHS ocorre na interface 
entre os lóbulos grande e pequeno do domínio catalítico, em 
uma fenda de pouca profundidade que contém o grupo pros- 
tético Fe(III)-heme da enzima. A fenda expõe uma grande 
porção do heme ao solvente, fato que favorece a suspeita de 
estar contido aí o sítio de ligação ao substrato. 

O sítio ativo ciclo-oxigenase situa-se no lado oposto 
ao heme, no final de um longo e estreito canal hidrofóbico 
(~8 X 25 Á), que se estende da superfície externa do motivo 
de ligação à membrana até o centro de cada subunidade (Fig. 
25.12b). Esse canal permite o acesso ao sítio ativo do substra- 
to associado à membrana. Foi mostrado que a Tyr 385, que 
está próxima ao topo do canal, logo abaixo do heme, forma 
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FIGURA 25.71 As reações catalisadas pela PGH-sintase 
(PGHS). A enzima contém duas atividades: uma ciclo - 
-oxigenase, que catalisa as Etapas 1 a 3 e é inibida pelo ácido 
acetilsalicílico, e uma peroxidase, que catalisa a Etapa 4. (1) Um 
radical em Tyr 385 que é gerado pelo cofator heme da enzima 
subtrai estereoespedficamente um átomo de hidrogênio de Cl 3 
do ácido araquidônico, que então se rearranja de tal modo que 
o radical vai para Cll. (2) O radical reage com 0 2 para gerar 
um radical hidroperóxido. (3) O radical cicliza e reage com uma 
segunda molécula de 0 2 no Cl 5 para gerar um peróxido, em um 
processo que regenera o radical Tyr. (4) A atividade peroxidase 
da enzima converte o peróxido no 05 a um grupo hidroxila. 


um radical temporário durante a reação da ciclo-oxigenase, 
como ocorre, por exemplo, com a Tyr 244 na citocromo c oxi- 
dase (Seção 22.2C5c). De fato, a substituição mutagênica da 
Tyr 385 da PGHS pela Phe anula sua atividade ciclo-oxige- 
nase. O radical Tyr 385 é gerado por meio de uma oxidação 
intramolecular pelo cofator heme. 
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FIGURA 25.72 Estrutura por raios X da PGH-sintase (PGHS) de vesículas seminais de ovelhas complexada com o AINE flur- 
biprofeno. (a) Essa proteína de membrana homodimérica monotópica é vista a partir do plano da membrana do retículo endo- 
plasmático, com seu eixo de simetria de ordem 2 na vertical. O módulo de estrutura semelhante ao EGF está em verde, o motivo 
de ligação à membrana está em cor de laranja e o domínio catalítico, em azul. Heme ( vermelho ); flurbiprofeno ( amarelo ); Tyr 385 
(magenta), que forma o radical transitório durante a reação de ciclo-oxigenase; e Arg 120 (verde), que forma um par iônico com 
flurbiprofeno, estão representados na forma de volume atômico. ( b ) Um diagrama C a de uma subunidade da PGHS (verde), a 
subunidade da esquerda da Parte a, vista a partir de 30° à esquerda. O sítio de atividade peroxidase está localizado acima do heme 
(cor-de-rosa). O canal hidrofóbico, que penetra a subunidade desde o motivo de ligação à membrana embaixo na figura até o sítio 
ativo ciclo-oxigenase abaixo do heme, está representado por sua superfície de van der Waals (pontos azuis). Os três resíduos no 
canal, mostrados em forma de bastões laranj as, são, do alto para baixo: Tyr 385, Ser 530, que é acetilado pelo ácido acetilsalicílico, 
e Arg 120. (Cortesia de Michael Garavito, Michigan State University, EUA. PDBid 1CQE.) 


O destino da PGH 2 depende das atividades relativas 
das enzimas que catalisam as interconversões específicas 
(Fig. 25.70). As plaquetas contêm tromboxana-sintase, que 
fazem a mediação da formação de tromboxana A 2 (TxA 2 ) , 
um vasoconstritor e estimulador da agregação plaquetária 
(uma etapa inicial na coagulação sanguínea; Seção 35.1). 
Células endoteliais vasculares contêm prostaciclina-sin- 
tase, que catalisa a síntese de prostaciclina I 2 (PGI,), um 
vasodilatador e inibidor da agregação plaquetária. Essas 
duas substâncias agem em oposição, mantendo o equilíbrio 
no sistema cardiovascular. 

a. AINEs Inibem a PGF-sintase 

Fãrmacos anti-inflamatórios não esteroides (AINEs; Fig. 
25.73) inibem a síntese de prostaglandinas, prostaciclinas e 
tromboxanas por inibição ou inativação da atividade ciclo- 
-oxigenase da PGHS. O ácido acetilsalicílico, por exemplo, 
acetila essa enzima: se o ácido [C 14 -acetiI]acetilsalicílico for 
incubado com a enzima, a radioatividade torna-se irrever- 
sivelmente associada à enzima inativa na medida em que a 
Ser 530 torna-se acetilada (Fig. 25.74). A estrutura por raios 
X de PGHS revela que a Ser 530, que não está envolvida na 
catálise, estende-se ao interior do canal ciclo-oxigenase logo 
abaixo da Tyr 385, de tal modo que sua acetilação bloquearia 
o acesso do ácido araquidônico ao sítio ativo (Fig. 25.72 b). 


A estrutura da PGHS, que foi cristalizada com o AINE 
flurbiprofeno (Fig. 25.73), indica que esse fármaco se liga 
ao canal ciclo-oxigenase, com seu grupo earboxil formando 
um par iônico com Arg 120 (Fig. 25.72a). Evidentemente, o 
flurbiprofeno, e consequentemente outros AINEs, inibem a 
atividade ciclo-oxigenase da PGHS bloqueando o canal do 
sítio ativo. 

Baixas doses do ácido acetilsalicílico, —80 mg (ácido 
acetilsalicílico infantil) por dia, reduzem significativamente 
a incidência a longo prazo de ataques cardíacos e derrames 
cerebrais. Essas doses inibem seletivamente a agregação de 
plaquetas e consequentemente a coagulação do sangue. O 
motivo é que essas células sem núcleo, que possuem uma vida 
útil na circulação de —10 dias, não conseguem sintetizar nova- 
mente suas enzimas inativadas. Células endoteliais vasculares 
não são afetadas tão drasticamente, j á que, na maior parte do 
tempo, estão longe do sítio de absorção do ácido acetilsalicíli- 
co, são expostas a concentrações menores de ácido acetilsali- 
cílico e, de qualquer modo, podem sintetizar PGHS adicional. 

b. Inibidores de COX-2 não possuem os efeitos adversos de 
outros AINEs 

A PGHS possui duas isoformas, COX-1 e COX-2, que pos- 
suem um alto grau (60%) de semelhança na sequência de 
aminoácidos e de homologia estrutural. A COX-1 é expressa 
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FIGURA 25.73 Alguns fármacos anti -inflamatórios não esteroides (AINEs). 


constitutivamente (sem regulação) na maioria, se não em to- 
dos os tecidos de mamíferos, auxiliando nos níveis de síntese 
de prostaglandinas necessários para manter a homeostasia de 
órgãos e tecidos da mesma maneira que da mucosa gastrin- 
testinal. A COX-2, por outro lado, é somente expressa em 
alguns tecidos em resposta a estímulos inflamatórios como 
citocinas, fatores de crescimento proteicos e endotoxinas, 
sendo responsável pelos elevados níveis de prostaglandinas 
que causam a inflamação. Os AINEs da Fig. 25.73 são relati- 
vamente não específicos e podem ter efeitos adversos, prin- 
cipalmente ulceração gastrintestinal, quando usados para 
tratar inflamação ou febre. Um programa de desenho de fár- 
macos com base na estrutura (Seção 15.4Ad) foi instituído 


para criar inibidores que teriam como alvo COX-2, mas não 
COX-1. As estruturas tridimensionais de COX-1 e COX-2 
são quase idênticas, mas sua diferença na sequência de ami- 
noácidos, especificamente 1523 V, I434V e H513R (à esquer- 
da os aminoácidos de COX-1 e à direita os de COX-2), tor- 
na o canal do sítio ativo de COX-2 —20% maior em volume 
que o de COX-1. Além disso, a quarta hélice do domínio de 
ligação à membrana está orientada levemente diferente, de 
modo a gerar uma abertura maior no canal. Químicos, en- 
tão, sintetizaram inibidores, conhecidos coletivamente como 



Ácido acetilsalicílico 


HO— ÇH 2 

Ser 530 

PGH-sintase 

{ativa) 



Rofecoxib (Vioxx) 



O 

CHg— C — o— ÇH 2 

Ser 530 

I 

E 

Ácido PGH-sintase 

salicílico ( inativa ) 

FtGURA 25.74 Inativação da PGH-sintase pelo áddo ace- 
tilsalicílico. O ácido acetilsalicílico acetila a Ser 530 de PGH- 
-sintase, bloqueando a atividade ciclo-oxigenase da enzima. 




Celecoxib (Celebrex) 

FIGURA 25.75 Inibidores de COX-2. Rofecoxib e celecoxib 
são inibidores específicos de COX-2 (FGH-sintase-2). 
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coxibs, que podem adentrar o canal de COX-2, mas não o de 
COX-1. Dois desses inibidores, rofecoxib (Vioxx) e celeco- 
xib (Celebrex; Fig. 25.75), tornaram-se fármacos importan- 
tes no tratamento de doenças inflamatórias, como a artrite, 
devido à ausência da maioria dos efeitos adversos de AINEs 
não específicos. Entretanto, em 2004, o Vioxx foi retirado do 
mercado farmacêutico devido aos efeitos adversos cardíacos 
inesperados causados pela atenuação da formação de PGI 2 . 

c. COX-3 pode ser alvo do acetamlnofeno 
O acetaminofeno, que está entre os fármacos analgésicos/ 
antipiréticos mais usados (mas possui baixa atividade anti- 
-iflamatória, de modo que não é verdadeiramente um AINE , 
não se liga significativamente a COX-1 ou COX-2. Assim, seu 
mecanismo de ação permaneceu um mistério até a descober- 
ta, por Daniel Simmons, de uma terceira isoenzima, COX-3, 
uma variante da COX-1 que é seletivamente inibida pelo ace- 
taminofeno e por certos AINEs. Isso sugere que COX-3 é o 
alvo principal de fármacos que reduzem a dor e a febre. 
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C. A rota linear do metabolismo de eicosanoides: 
leucotrienos e lipoxinas 

O ácido araquidônico pode ser convertido por uma rota 
linear em diferentes ácidos bidroperoxieicosatetraenoi- 
cos (HPETE) pelas 5-, 12- e 15-lipoxigenases (5-, 12- e 
15-LOs; Fig. 25.66). Hepoxilinas são derivados hidróxi- 
-epóxi de 12-HPETE cujas funções ainda não são muito 
bem compreendidas. Lipoxinas, produtos de uma segun- 
da lipoxigenase agindo sobre 15-HPETE, são substâncias 
anti-inflamatórias. Leucotrienos, derivados da reação de 
5-LO, são sintetizados por uma variedade de células bran- 
cas do sangue, por mastócitos (células do tecido conectivo 
derivadas dos tecidos produtores de sangue, que secretam 
substâncias que fazem a mediação de reações inflamató- 
rias e alérgicas), assim como por células do pulmão, baço, 
cérebro e coração. Peptideoleucotrienos (LTC 4 , LTD 4 , 
LTE 4 ) são reorganizados para serem componentes das 
substâncias da anafilaxia que reagem lentamente (anafila- 
xia é uma reação alérgica violenta e potencialmente fatal), 
liberados pelo pulmão sensibilizado após estímulo imuno- 
lógico. Essas substâncias agem em concentrações extre- 
mamente baixas (10~ 10 M) na contração dos músculos lisos 
vascular, respiratório e intestinal. Peptideoleucotrienos, 
por exemplo, são —10.000 vezes mais potentes que a hista- 
mina, um conhecido estimulante das reações alérgicas. No 
sistema respiratório, os peptideoleucotrienos contraem os 
brônquios, especialmente as vias aéreas menores, aumen- 
tam a secreção de muco e especula-se que sejam mediado- 
res na asma. Também estão envolvidos nas reações (alérgi- 
cas) de hipersensibilidade imediata, reações inflamatórias 
e ataques cardíacos. 

a. Síntese de leucotrienos 

As primeiras duas reações na conversão de ácido araquidôni- 
co em leucotrienos são catalisadas por 5-LO, que contém um 
átomo de ferro não heme, não [Fe-S], que precisa estar no 
estado Fe(III) para estar ativo. Essas reações ocorrem como 
na Fig. 25.76: 



Leucotrieno A 4 (LTA4) 


FIGURA 25.76 A oxidação de áddo araquidônico a LTA 4 , 
catalisada por 5-LO, via intermediário 5-HPETE. 

1. Oxidação do ácido araquidônico para formar 5-HPETE, 
uma substância que, sozinha, não é um mediador fisiológico. 
Essa reação ocorre em três etapas: 

(a) O átomo de ferro do sítio ativo, no seu estado ativo 
Fe(III), extrai um elétron do grupo metileno da parcela 
5,8-pentadieno do araquidonato, e o radical livre resultante 
perde um próton para uma base enzimática. 

(b) O radical livre se rearranja e adiciona 0 2 para formar um 
radical hidroperóxido. 

(c) O radical hidroperóxido reage com o ferro do sítio ati- 
vo, agora no estado Fe(II), para gerar o hidroperóxido na 
sua forma aniônica, que a enzima então protona para gerar o 
produto hidroperóxido, regenerando a enzima Fe(III) ativa. 

2. Eliminação de água catalisada pela base para formar o 
epóxido instável leucotrieno A 4 (LTA 4 ; o subscrito indica o 
número de ligações duplas carbono-carbono na molécula, 
que também é seu número de série). 
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A estrutura por raios X da 15-LO de reticulócito de coe- 
lho, um homólogo da 5-LO, complexada com o inibidor com- 
petitivo RS75091, 


COOH 



RS75091 


foi determinada por Michelle Browner. Essa proteína mono- 
mérica de 663 resíduos consiste em um domínio N-terminal 
em forma de barril fJ composto por oito fitas e um domínio 
C-terminal catalítico (Fig. 25.77). O átomo de Fe do sítio ati- 
vo é coordenado por quatro resíduos de His invariantes e por 
um oxigênio carboxilato C-terminal, em um arranjo que se 
assemelha a um octaedro torcido, com um de seus vértices 
desocupado. O Fe, que está bem abaixo da superfície da pro- 
teína, está de frente para uma cavidade interna ocupada por 
RS75091. Isso identifica a cavidade onde se liga o substrato, 
que está revestida com resíduos na maior parte hidrofóbicos, 
seguindo um caminho irregular após o átomo de ferro até 
a superfície da proteína. De forma intrigante, a 15-LO (do 
mesmo modo que a lipoxigenase-1 de soja) contém duas héli- 
ces tt (Fig. 8.14c) raramente observadas, cada uma contendo 
dois dos resíduos de His que se ligam ao ferro. Cada uma 
dessas hélices rr está inserida em uma hélice maior, em vez 
de estar no final de uma a -hélice como todas outras hélices 
tt observadas. 

Os tamanhos das cavidades onde se ligam os substratos 
da 5- e da 12-LO foi predito por meio de modelagem por 
homologia (Seção 9.3B) a partir da 15-LO. A 5-LO e a 12- 
LO possuem aminoácidos menores que aqueles da 15-LO, 
de modo que, por exemplo, espera-se que a 5-LO tenha uma 
cavidade —20% maior em volume que a 15-LO, A mutagê- 
nese da 5-LO realizada por Harmut Kuhn para diminuir o 
tamanho de sua cavidade gerou uma enzima com a especifi- 
cidade da 15-LO, apoiando a proposta de que é o tamanho 
da cavidade que determina a especificidade da lipoxigenase. 

b. Peptideoleucotrienos 

O LTA 4 é convertido a peptideoleucotrienos pela reação 
com a LTC 4 -sintase, uma glutationa-5-transferase que cata- 
lisa a adição do grupo sulfidrila da glutationa ao epóxido de 
LTA 4 , formando o primeiro dos peptideoleucotrienos, leuco- 
trieno C 4 (LTC 4 , Fig. 25.78). A y-glutamiltransferase remo- 
ve o ácido glutâmico, convertendo LTC 4 ao leucotrieno D 4 
(LTD 4 ). O LTD 4 é convertido a leucotrieno E 4 (LTE 4 ) por 
uma dipeptidase que remove glicina. O LTA 4 também pode 
ser hidrolisado a leucotrieno B 4 (LTB 4 ), um potente agente 
quimiotãtico (uma substância que atrai células móveis) en- 
volvido na atração de certos tipos de células brancas do san- 
gue para combater infecções. 

Várias doenças inflamatórias e de hipersensibilidade 
(como asma) estão associadas a altos níveis de leucotrienos. 
Por isso, o desenvolvimento de fármacos que inibem a sín- 
tese de leucotrienos tornou-se campo de ampla pesquisa. A 



FIGURA 25.77 Estrutura por raios X da 15-lipoxigenase de 
reticulócito de coelho complexada com seu inibidor competiti- 
vo RS75091. O domínio N-terminal em forma de barril |3 está 
na cor dourada, e o domínio catalítico C-terminal está em azul- 
-claro, com seus dois segmentos em hélices tt que se ligam ao 
ferro em magenta. O Fe está representado por uma esfera cor 
de laranja, e o RS75091 está representado na forma de volume 
atômico, com o C em verde e o O em vermelho. (Com base na 
estrutura por raios X por Michelle Browner, Roche Bioscience, 
Paio Alto, Califórnia, EUA. PDBid 1LOX.) 


atividade da 5-LO requer a presença da proteína ativadora 
da 5-lipoxigenase, uma proteína integral de membrana ho- 
motrimérica com subunidades de 161 resíduos, encontrada 
nas membranas do núcleo e do retículo endoplasmático. Essa 
proteína, que não possui atividade enzimática, liga o substra- 
to ácido araquidônico de 5-LO e facilita a ligação enzirna- 
-substrato e a interação de 5-LO com a membrana. Vários 
inibidores da síntese de leucotrienos, como MK-591, 



ligam-se à proteína ativadora da 5-LO de modo a inibir am- 
bas as funções. 
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FIGURA 25.78 Fonnação de leucotrienos a partir de LTA, 


A estrutura por raios X da proteína ativadora da 5-LO 
humana em complexo com MK-591 (Fig. 25.79), determi- 
nada por Joseph Becker, revela que cada subunidade forma 
um feixe de quatro hélices em vaivém cujos N- e C- terminais 
estão na face luminal da membrana, e que suas três subuni- 
dades idênticas apresentam extensos contatos entre as subu- 
nidades, desta maneira formando um feixe de 12 hélices. O 
inibidor MK-591 se liga a fendas de lipídeos expostos entre 
pares de subunidades. Além disso, o trímero forma um bolso 
alongado ao longo do seu eixo de ordem 3 que é aberto para 
o lúmen. Isto, juntamente com análises bioquímicas, sugere 
que uma molécula de 5-LO se liga à superfície citosólica de 
um trímero da proteína ativadora da 5-LO onde, por meio de 
mudanças conformacionais da proteína ativadora, ela aceita 
moléculas de ácido araquidônico que a proteína ativadora 
extraiu da membrana. Inibidores como o MK-591 presumi- 
velmente bloqueiam este processo de extração. 



FIGURA 25.79 Estrutura por raios X da proteína ativadora 
da 15-lipoxigenase humana em complexo com MK-591. A pro- 
teína está representada em forma de fitas e vista como inserida 
na membrana com seu eixo de ordem 3 molecular aproximado 
na vertical. A subunidade mais próxima do observador desta 
proteína homotrimérica está colorida de acordo com as cores 
do arco-íris a partir do N-terminal (azul) até o C-terminal (ver- 
melho). As outras subunidades estão em azul-claro e cor de 
laranja-claro. O MK-591 ligado está representado na forma de 
bastões com C em magenta, N em azul, O em vermelho, S em 
amarelo e Cl em verde. A posição da membrana é indicada pe- 
las linhas pretas horizontais. (Com base na estrutura por raios 
X por Joseph Becker, Merck Research Laboratories, Rahway, 
Nova Jérsey, EUA. PDBid 2Q7M.) 

c. Dietas ricas em lipídeos marinhos podem diminuir níveis 
de colesterol, prostaglandinas e leucotrienos 

Esquimós da Groenlândia possuem uma incidência extrema- 
mente baixa de doenças cardíacas coronarianas e trombose, 
apesar do alto consumo de colesterol e gordura. Seu consumo 
de animais marinhos fornece uma proporção maior de gordu- 
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ras insaturadas que a típica dieta norte-americana. Um dos 
principais componentes insaturados de lipídeos marinhos é o 
ácido 5,8,11,14,17-eicosapentaenoico (EPA; Fig. 25.67), um 
ácido graxo gj-3, em vez do precursor do ácido araquidônico, o 
ácido linoleico, um ácido graxo w-6. O EPA inibe a formação 
de TxA 2 (Fig. 25.70) e é um precursor dos leucotrienos série 5, 
compostos com atividades fisiológicas substancialmente meno- 
res que aqueles derivados do araquidonato (série 4). Isso suge- 
re que uma dieta contendo lipídeos marinhos deveria baixar o 
alcance das respostas inflamatórias mediadas por prostaglandi- 
nas e leucotrienos. De fato, enriquecimento dietético com EPA 
inibe as atividades quimiotáticas e agregadoras de neutrófilos 
(um tipo de célula branca do sangue) in vitro. Além disso, uma 
dieta rica em EPA diminui os níveis plasmáticos de colesterol e 
triacilglicerol de pacientes hipertriacilglicerolêmicos. 

d. Epi-lipoxinas induzidas por ácido acetilsaiicílico e lipoxinas 
possuem propriedades anti-inflamatórias 

Os eicosanoides são normalmente associados à resposta infla- 
matória. Porém, alguns eicosanoides possuem propriedades 


anti-inflamatórias. As lipoxinas (LX), produtos da rota da 
12- e da 15-LO (algumas vezes também envolvendo 5-LO), 
são assim chamadas porque são sintetizadas por meio de inte- 
rações da /ipoxigenase. Sua atividade parece inibir aquela de 
leucotrienos, sendo assim anti-inflamatórios. Existem mui- 
tos caminhos para que as lipoxinas sejam sintetizadas pela 
combinação da ação das 5-, 12- e 15-LO. Aqui é discutida 
somente uma dessas rotas (Fig. 25.80, esquerda). A síntese de 
lipoxina A 4 (LXA 4 ) a partir do ácido araquidônico inicia-se 
nas células do endotélio e do epitélio pela síntese, catalisa- 
da pela 15-LO, de árido (155)-hidroperoxieicosatetraenoico 
([15S]-HPETE), que é reduzido pela glutationa-peroxidase 
a árido (15£)-hidroxieicosatetraenoico ([15SJ-HETE). O 
(155)-HETE percorre então seu caminho até os leucócitos, 
onde é convertido em LXA 4 pela 5-LO e por uma hidrolase. 

Charles Serhan descobriu uma rota adicional para a ação 
anti-inflamatória do ácido acetilsaiicílico que também envolve 
a produção de lipoxinas. Como visto anteriormente (Fig. 25.74), 
o ácido acetilsaiicílico inibe covalentemente a atividade ciclo- 
-oxigenase da PGHS (COX). Todavia, a COX-2 acetilada pelo 
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FIGURA 25.80 Biossíntese de lipoxinas. A biossíntese da lipoxina LXA 4 ( esquerda ) e a biossíntese da epi-lipoxina ativada pelo 
ácido acetilsaiicílico 15-epi-LXA 4 (direita). Em células endoteliais e epiteliais, o ácido araquidônico é convertido por 15-LO e glu- 
tationa-peroxidase em (15S)-HETE ou por COX-2 em (lSif)-HETE. Após a transferência aos leucócitos, a 5-LO e uma hidrolase 
convertem esses produtos intermediários em LXA 4 e 15-ep/-LXA 4 . 
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ácido acetilsalicílico retém uma atividade de 15-LO residual 
(Etapas 3 e 4 na Fig. 25.71) por meio da qual ela inicia uma rota 
que converte ácido araquidônico em agentes anti-inflamatórios 
chamados de epMipoxinas ativadas pelo ácido acetilsalicílico 
(Fig. 25.80, direita). Essa rota se inicia nas células epiteliais e 
endoteliais, com a conversão, catalisada pela COX-2 que havia 
sido previamente acetilada pelo ácido acetilsalicílico, de ácido 
araquidônico em ácido (15/?)-hidroxieicosatetraenoico í [15/?]- 
HETE), o epímero de (15S)-HETE. Nos leucócitos, a 5-LO e 
uma hidrolase então convertem (15f?)-HETE no agente anti- 
-inflamatório 15-epi-lipoxina A 4 (15-ep*-LXA 4 ). 

Está sendo vivenciada uma época empolgante no estudo 
do metabolismo de eicosanoides e suas manifestações fisio- 
lógicas. À medida que os mecanismos de ação de prostaglan- 
dinas, prostaciclinas, tromboxanas, leucotrienos e lipoxinas 
estão sendo melhor compreendidos, eles fornecem as noções 
necessárias para o desenvolvimento de novos e refinados 
agentes terapêuticos. 

8 METABOLISMO DE FOSFOLIPÍDEOS E 
GLICOLIPÍDEOS 

Os “ lipídeos complexos ” são moléculas anfip áticas de cauda 
dupla compostas de 1,2-diacil-sn-glicerol ou N -acilesfingosina 
( ceramida ) ligadas a uma cabeça polar que é ou um carboi- 
drato ou um éster de fosfato (Fig. 25.81; Seções 12.1Ce 12.1 D; 
sn indica numeração estereoespecífica, que numera a posi- 
ção 1 para o grupo que ocupa a posição pró- S de um centro 
pró-quiral). Assim, existem duas categorias de fosfolipídeos, 
gliccrofosfo lipídeos e esfmgofosfolipídeos, e duas categorias 
de glicolipídeos, gliceroglicolipídeos e esfíngoglicolipídeos 
(também chamados de glicoesfingolipídeos' . Nesta Seção, 
será descrita a biossíntese de lipídeos complexos a partir de 
componentes mais simples. Será visto que a grande varieda- 
de destes lipídeos é gerada pelas numerosas enzimas neces- 
sárias às suas sínteses específicas. Observe também que estes 
lipídeos são sintetizados em membranas, principalmente na 
face citosólica do retículo endoplasmático e, a partir daí, são 
transportados até seus destinos celulares finais, como indica- 
do nas Seções 12.4B-D. 

A. Glicerofosfolipídeos 

Glicerofosfolipídeos possuem assimetria significativa nos 
grupos acil-graxos ligados ao Cl e ao C2: os substituintes em 


Cl são frequentemente ácidos graxos saturados, enquanto 
aqueles em C2 são principalmente ácidos graxos insaturados 
longos. Examinaremos as principais rotas de biossíntese e 
metabolismo de glicerofosfolipídeos, com uma abordagem 
no entendimento da origem dessa assimetria. 

a. Biossíntese de diacilglicerofosfolipídeos 
Os precursores do triacilglicerol, o 1,2-diacilglicerol e o ácido 
fosfatídico, são também os precursores de alguns glicerofosfo- 
lipídeos (Figs. 25.42 e 25.81). Ésteres de fosfato do grupo da 
cabeça polar ativados (Tabela 12.2) reagem com o grupo OH 
em C3 do 1,2-diacilglicerol para formar a ligação fosfodiéster 
do fosfolipídeo. Em alguns casos, o grupo fosforil do ácido 
fosfatídico é ativado e reage com o grupo da cabeça polar 
não ativado. 

O mecanismo de formação de um éster de fosfato ativa- 
do é o mesmo para os grupos da cabeça polar etanolamina e 
colina (Fig. 25.82): 

1. ATP fosforila o grupo OH da colina ou etanolamina. 

2. O grupo fosforil de fosfocolina ou fosfoetanolamina re- 
sultantes ataca o CTP, deslocando o PP ; , para formar os de- 
rivados CDP correspondentes, que são ésteres de fosfato da 
cabeça polar ativados. 

3. O grupo OH do C3 do 1 ,2-diacil-sn-glicerol ataca o gru- 
po fosforil da CDP-etanolamina ou CDP-colina ativadas, 
deslocando CMP para gerar o glicerofosfolipídeo correspon- 
dente. 

O fígado também converte fosfatidiletanolamina a fosfatidU- 
colina por meio da trimetilação de seu grupo amino, utili- 
zando 5-adenosilmetionina (Seção 2ó.3Ea) como doador de 
metila. 

A fosfatidilserina é sintetizada a partir da fosfatidileta- 
nolamina pela reação de troca do grupo da cabeça, catali- 
sada pela fosfatidilctanolamina:serina-transferase, na qual o 
grupo OH da serina ataca o grupo fosfato do doador (Fig. 
25.83). O grupo da cabeça original é, então, eliminado, for- 
mando fosfatidilserina. 

Na síntese de fosfatidilinositol e fosfatidilglicerol, a cau- 
da hidrofóbica é ativada no lugar do grupo da cabeça polar. 
O ácido fosfatídico, o precursor do 1,2-diacil-jn-glicerol (Fig. 
25.42), ataca o grupo ex-fosfato da CTP, formando CDP- 
-diacilglicerol ativado e PP ; (Fig. 25.84). O fosfatidilinositol 
resulta do ataque do inositol ao CDP-diacilglicerol. O fosfa- 
tidilglicerol é formado em duas reações: (1) ataque do gru- 
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FIGURÃ 25.81 Glicerolípideos e esfingolipídeos. As estruturas de grupos de cabeça comuns, X, sao apresentadas na Tabela 12.2, 
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FIGURA 25.82 A biossíntese de fosfatidiletanolamina e fos- 
fatidilcolina. Em mamíferos, CDP-etanolamina e CDP-colina 
são os precursores dos grupos de cabeça polar. 


po OH do Cl do rn-glicerol-3-fosfato no CDP-diacilglicerol, 
produzindo fosfatidilglicerol-fosfato; e (2) hidrólise do grupo 
fosfato, formando fosfatidilglicerol. 

A cardiolipina, um importante fosfolipídeo primeira- 
mente isolado de tecido cardíaco, é sintetizado a partir de 
duas moléculas de fosfatidilglicerol (Fig. 25.85). A reação 
ocorre pelo ataque do grupo OH do Cl de uma das molé- 
culas de fosfatidilglicerol pelo grupo fosfato da outra mo- 
lécula de fosfatidilglicerol, eliminando uma molécula de 
glicerol. 

As enzimas que sintetizam ácido fosfatídico têm prefe- 
rência geral por ácidos graxos saturados na posição Cl e por 
ácidos graxos insaturados na posição C2. Apesar disso, essa 
preferência não pode explicar, por exemplo, a observação 
de que —80% dos fosfatidilinositóis do cérebro possuem um 
grupo estearoil (18:0) na posição Cl e um grupo araquido- 
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FIGURA 25.83 Síntese de fosfatidilserina. A serina substitui 
a etanolamina na molécula de fosfatidiletanolamina por meio 
da reação de troca do grupo da cabeça. 


noil (20:4) na posição C2, e que —40% das fosfatidilcolinas 
pulmonares possuem grupos palmitoil (16:0) nas duas po- 
sições (esta última substância é o principal componente do 
surfactante que evita o colabamento dos pulmões quando o 
ar é expelido; sua deficiência em bebês prematuros é respon- 
sável pela síndrome da angústia respiratória). William Lands 
mostrou que tal especificidade para cadeias laterais é o resul- 
tado de reações de “remodelamento ”, nas quais fosfolipases e 
acil-transferases específicas trocam grupos acil específicos de 
glicerofosfolipídeos individuais. 

b. Biossíntese de plasmalogênios e 
alquifacilgiicerofosfoüpídeos 

As membranas eucarióticas contêm quantidades significati- 
vas de dois outros tipos de glicerofosfolípideos: 

1. Plasmalogênios, que contêm uma cadeia de hidrocarbo- 
netos ligada ao Cl do glicerol por meio de uma ligação vinil 
éter: 
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FIGURA 25.84 A biossíntese de fosfatidilinositol e fosfatidilgli cerol. Em mamíferos, este processo envolve um intermediário 
CDP-diacilglicerol. 
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FIGURA 25.35 À formação de cardiolipina 
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FIGURA 25.86 A biossíntese de plasmai ogênio de etanolami- 
na por uma rota na qual l-alquil-2-adl-^n-glicerolfosfoetano- 
lamina é um intermediário. As enzimas participantes são (1) 
alquil-DHAP-sintase, (2) l-alquil-s«-glicerol-3-fosfato-desi- 
drogenase, (3) acil-Co A: 1 -alquil - ít-! -glicerol-3 -fosfato-aciltrans- 
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2. Alquilacilglicerofosfolipídeos, nos quais o substituinte 
alquil no Cl do glicerol está ligado por meio de uma ligação 
éter: 
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Um alquilacil- 
glicerof o sf olipfd e o 

Aproximadamente 20% dos glicerofosfolipídeos de ma- 
míferos são plasmalogênios. A porcentagem exata varia entre 
as espécies e entre os tecidos de um determinado organismo. 
Enquanto os plasmalogênios correspondem a apenas 0,8% 
dos fosfolipídeos do fígado humano, eles correspondem a 
23% destes no tecido nervoso humano. Os alquilacilglicero- 
fosfolipídeos são menos abundantes que os plasmalogênios; 
por exemplo, 59% dos glicerofosfolipídeos de etanolamina 
do coração humano são plasmalogênios, enquanto apenas 
3,6% são alquilacilglicerofosfolipídeos. Entretanto, em eri- 


trócitos bovinos, 75% dos glicerofosfolipídeos de etanolami- 
na são do tipo alquilacil. 

A rota de formação de plasmalogênios e alquilacilglice- 
rofosfolipídeos envolve várias reações (Fig. 25.86): 

L Troca do grupo acil da 1-acildi-hidroxiacetona-fosfato 
por um álcool. 

2. Redução da cetona a 1-alquíl-sn -glicerol -3-fosfa to. 

3. Acilação do grupo OH resultante em C2 pela acil-CoA. 

4. Hidrólise do grupo fosforil, para gerar um alquilacilgli- 
cerol. 

5. Ataque pelo novo grupo OH do alquilacilglicerol à 
CDP-etanolamina, para gerar l-alquil-2-acil-sfl-glicerotosfo- 
etanolamina. 

6. Introdução de uma ligação dupla dentro do grupo alquil 
para formar o plasmalogênio, por uma dessaturase que pos- 
sui os mesmos requisitos de cofator que as dessaturases de 
ácidos graxos (Seção 25. 4E). 

Cabe lembrar que a relação precursor-produto entre 
os alquilacilglicerofosfolipídeos e os plasmalogênios foi es- 
tabelecida por meio de estudos utilizando [ 14 C] etanolamina 
(Seção 16.3Be). 
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O alquilacilglicerofosfolipídeo com um grupo acetil em 
R 2 e um grupo de cabeça polar colina (X), 1-O-hexadedl- 
2-acetil-sn-glicerol-3-fosfocolina, é conhecido como fator 
ativador de plaquetas (PAF, em inglês platelet-activating fac- 
tor). Esta molécula possui diversas funções e atua em con- 
centrações muito baixas (10~ 10 M) para diminuir a pressão 
sanguínea e para causar agregação das plaquetas. 

B. Esfingofosfolipídeos 

Apenas um fosfolipídeo importante contém ceramida 
(A-acilesfingosina) como sua cauda hidrofóbica: esfingomie- 
lina (A-acilesfingosina fosfocolina; Seção 12. 1D), um lipídeo 
estrutural importante da membrana das células nervosas. 
Pensava-se que esta molécula fosse sintetizada a partir de 
A-acilesfingosina e CDP-colina. Entretanto, sabe-se atual- 
mente que a principal rota de síntese de esfingomielina ocor- 
re pela doação do grupo fosfocolina da fosfatidilcolina para 
a A-acilesfingosina (Fig. 25.87). Essas rotas foram diferen- 
ciadas pelo estabelecimento das relações precursor-produto 
entre CDP-colina, fosfatidilcolina e esfingomielina (Seção 
16.3Be). Microssomos de fígado de camundongo foram iso- 
lados e incubados por um curto período de tempo com ['H] 
colina. A radiotividade apareceu em moléculas de esfingo- 
mielina apenas depois de aparecer em CDP-colina e em fos- 
fatidilcolina, excluindo a transferência direta de fosfocolina 
da molécula de CDP-colina para A-acilesfingosina. 

Os grupos acil mais prevalentes nas esfingomielinas são os 
grupos palmitoil (16:0) e estearoil (18:0). Ácidos graxos de ca- 
deia mais longa, como o ácido nervônico (24:1) e o ácido beêni- 
co (22:0), ocorrem com frequência menor em esfingomielinas. 

C. Esfíngoglícolipídeos 

A maioria dos esfingolipídeos são esfingoglicolipídeos, isto 
é, seu grupo da cabeça polar consiste em unidades de carboi- 


drato (Seção 12.1D). As principais classes de esfingoglico- 
lipídeos, como indicado na Fig. 25.88, são os cerebrosídeos 
(monossacarídeos de ceramidas) , sulfatídeos (sulf atos de mo- 
nossacarídeos de ceramidas), globosídeos (oligossacarídeos 
de ceramida neutros) e gangliosídeos (ácidos, oligossa- 
carídeos de ceramida contendo ácido siálico) . A unidade de 
carboidrato é glicosidicamente ligada a A-acilesfingosina por 
meio do grupo OH do Cl (Fig. 25.81). 

Os lipídeos que fornecem os carboidratos que reco- 
brem as superfícies externas das células eucarióticas são 
esfingoglicolipídeos. Juntamente com as glicoproteínas 
(Seção 23.3), eles são biossintetizados nas superfícies da luz 
do retículo endoplasmático e do aparelho de Golgi e alcan- 
çam a membrana plasmãtica por meio do fluxo de vesículas 
(Seções 12.4C e 12.4D), onde a fusão de membranas re- 
sulta em sua exposição na superfície externa da bicamada 
lipídica (Fig. 12.60). A degradação dos esfingoglicolipídeos 
ocorre nos lisossomos, após endocitose a partir da mem- 
brana plasmática. 

Nas subseções seguintes, discutiremos a biossíntese e 
a degradação de A-acilesfingosina e esfingoglicolipídeos e 
consideraremos as doenças causadas pela deficiência de suas 
enzimas de degradação. 

a. Biossíntese de ceramida (JV-acilesfingosina) 

A biossíntese de A-acilesfingosina ocorre em quatro reações 
a partir dos precursores palmitoil-CoA e serina (Fig. 25.89): 

1. A 3-cetoesfinganina-sintase (serina palmitoil-transfera- 

se), uma enzima dependente de piridoxal-fosfato, catalisa a 
condensação de palmitoil-CoA com serina, produzindo 3-ce- 
toesfínganina (reações dependentes de piridoxal-fosfato são 
discutidas na Seção 26.1 A). 

2. A 3-cetoesfmganina-redutase catalisa a redução depen- 
dente de NADPH do grupo ceto da 3-cetoesfinganina para 
formar esfinganina (di-hidroesfingosina) . 
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FIGURA 25.87 A síntese de esfingomielina a partir de A-acilesfingosina e fosfatidilcolina. 
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FIGURA 25.86 Representação em diagrama das principais 
classes de esfmgoglicolipídeos. As estruturas dos gangliosídeos 
G m estão apresentadas com maior detalhe na Fig. 12.7. 


3. A di-hidroceramida é formada pela transferência de um 
grupo acil da acil-CoA ao grupo 2-amino da esfinganina, for- 
mando uma ligação amida. 

4. A di-hidroceramida-desidrogenase converte di-hidroce- 
ramida em ceramida por uma reação de oxidação dependen- 
te de FAD. 

b. Blossíntese de cerebrosídeos (glicosilceramidas) 
Galactocerebrosídeo (1-p-galactosilceramida) e glicocere- 
brosídeo (1-p-glicosilceramida) são os dois cerebrosídeos 
mais comuns. Na verdade, o termo cerebrosídeo é frequen- 
temente utilizado como sinônimo de galactocerebrosídeo. 
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FIGURA 25.89 A biossíntese de ceramida (A-acilesfmgosina). 
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Ambos são sintetizados a partir da ceramida pela adição de 
uma unidade glicosil da UDP-hexose correspondente (Fig. 
25.90). O galactocerebrosídeo é um componente comum 
dos lipídeos do cérebro. O glicocerebrosídeo, apesar de re- 
lativamente incomum, é o precursor dos gangliosídeos e dos 
globosídeos. 
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FIGURA 25.90 A biossíntese de cerebrosídeos. 


c. Biossíntese de sulfatídeos 

Os sulfatídeos (galactocerebrosídeo-3-sulfato) correspon- 
dem a 15% dos lipídeos da substância branca do cérebro. 
Eles são formados pela transferência de um grupo sulfato 
“ativado” do 3'-fosfoadenosina-5'-fosfossu]fato (PAPS) para 
o grupo OH do C3 da galactose de um galactocerebrosídeo 
(Fig. 25.91). 

d. Biossíntese de globosídeos e gangliosídeos 

A biossíntese de globosídeos (oligossacarídeos de ceramida 
neutros) e gangliosídeos (ácidos, oligossacarídeos de cera- 
mida contendo ácido siálico) é catalisada por várias glico- 
siltransferases. Embora as reações sejam quimicamente si- 
milares, cada uma é catalisada por uma enzima específica. 
As rotas são iniciadas com a transferência de uma unidade 
galactosil da UDP-galactose ao glicocerebrosídeo para for- 
mar uma ligação pi 1 — >4) (Fig. 25.92). Uma vez que essa liga- 
ção é a mesma que liga a glicose à galactose na lactose, esse 
glicolipídeo é frequentemente chamado lactosilceramida. O 
lactosilceramida é o precursor dos gangliosídeos e dos globo- 
sídeos. Para formar um globosídeo, uma unidade galactosil 
e uma unidade iV-acetilgalactosaminil são sequencialmente 
adicionadas à lactosilceramida a partir de UDP-Gal e UDP- 
GalNAc, respectivamente. Os gangliosídeos G M são forma- 
dos pela adição de ácido A-acetilneuramínico (NANA, ácido 
siálico) 


H 



Ácido iV-acetilneuramínico 
(NANA, ácido siálico) 


a partir de CMP-NANA à lactosilceramida em uma ligação 
a(2— >3), gerando G M3 . A adição sequencial ao G M3 de unida- 
des de A-acetilgalactosamina e galactose a partir de UDP- 
-GalNAc e UDP-Gal produz gangliosídeos G M2 e G M1 . Ou- 
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FIGURA 25.91 A biossíntese de sulfatídeos. 
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FIGURA 25.92 À biossmtese de globosídeos e de gangliosídeos G M . 


tros gangliosídeos são formados pela adição de um segundo 
grupo NANA ao G M ,, gerando G D3 , ou pela adição de uma 
unidade de AT-acetilglicosamina à lactosil-ceramida antes da 
adição de NANA, gerando G A2 . Centenas de gangliosídeos 
diferentes são conhecidos. 

e. Degradação de esfingoglícolípídeos e doenças de 
armazenamento de lipídeos 

Os esfingoglicolipídeos são degradados no lisossomo por 
meio de uma série de reações hidrolíticas mediadas por en- 
zimas (Fig. 25.93). Essas reações são catalisadas na interfa- 
ce lipídeo-água por enzimas solúveis, frequentemente com 
o auxílio de proteínas atiradoras de esfingolipídeo (SAPs, 
de Sphingolipid activator proteins; incluindo saposinas, pro- 
teína atiradora de G M2 e as proteínas SAP-A até SAP-D). 
Acredita-se que essas proteínas de apoio sem atividade en- 
zimática aumentem a acessibilidade da porção carboidrato 
do esfingolipídeo à enzima de degradação. Por exemplo, a 
proteína ativadora de G M2 liga-se a G M2 e auxilia a sua expo- 
sição na superfície da membrana. O complexo G M2 -ativador 
de G M2 pode, então, ligar hexosaminidase A, um dímero a|3 
que hidrolisa a Aí-acetilgalactosamina da molécula de G M2 na 
interface lipídeo-água (Fig. 25.94). 

A ausência hereditária de uma das hidrolases de esfin- 
golipídeos ou de uma SAP resulta em uma doença de arma- 
zenamento de esSngolipídeos (Tabela 25.2). Uma das doen- 
ças mais comuns é a doença de Tay-Sachs, uma deficiência 
autossômica recessiva da hexosaminidase A. A ausência da 
atividade de hexosaminidase A resulta em acúmulo de G M2 , 
em inclusões na forma de concha, nos neurônios (Fig. 25.95). 

Apesar de os bebês nascidos com a doença de 
Tay-Sachs parecerem inicialmente normais, por volta de 1 


ano de idade, quando o G M2 foi acumulado em quantidade 
suficiente para interferir na função neuronal, esses bebês 
tornam-se progressivamente mais fracos, com deficiência 
intelectual e cegos, até a morte, em geral por volta dos 3 
anos de idade. E possível, entretanto, descobrir potenciais 
portadores dessa doença por um simples teste sorológico. 
É também possível detectar a doença in utero pelo teste do 
fluido amniótico ou de células amnióticas obtidas por meio 
de amniocentese. O teste envolve o uso de um substrato 
sintético para hexosaminidase, 4-metilumbeliferil-p-D- 
-A-acetilglicosamina, que libera um produto fluorescente 
quando hidrolisado: 



4 -Met i I u mb el if eril- p -D 
-A r -acetilgIicosamina 



CH 3 


4-Metilumbeliferona 
(fluorescente em meio alcalino) 
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FIGURA 25.93 A degradação de esfingolipídeos pelas en- 
zimas lisossômicas. As doenças genéticas causadas pelas 
deficiências enzimáticas correspondentes estão marcadas em 
vermelho. 
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FIGURA 25.94 Modelo para a hidrólise do gangliosídeo G M2 
pela hexosaminidase A estimulada pela proteína ativadora de 

G M2 . A proteína ativadora de G M2 se liga e expõe o gangliosí- 
deo G M2 na membrana, de modo que ele pode ser reconhecido 
e clivado pelo dímero afi da hexosaminidase A. (Segundo Kol- 
ter, T., e Sandhoff, K., Angew. Chem. Int. Ed. 38, 1532 [1999].) 



Gangliosídeo G M2 
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TABELA 25.2 Doenças de armazenamento de esfingolipídeos 


Doença 

Deficiência enzimática 

Principal substância 
armazenada 

Principais sintomas 

Gangliosidose G M1 

p-galactosidase G M1 

Gangliosídeo G M1 

Deficiência intelectual, aumento do fígado, 
comprometimento esquelético, morte por vol- 
ta dos 2 anos 

Doença de Tay-Sachs 

Hexosaminidase A 

Gangliosídeo G M2 

Deficiência intelectual, cegueira, morte por vol- 
ta dos 3 anos 

Doença de Fabry 

ct-galactosidase A 

Tr iexosilcer amida 

Lesões cutâneas, falha renal, dor nos membros 
inferiores 

Doença de Sandhoff 

Hexosaminidase A e B 

Gangliosídeo G M2 e 
globosídeo 

Similares a doença de Tay-Sachs, porém com 
avanço mais rápido 

Doença de Gaucher 

Glico cerebrosid ase 

Glicocerebrosídeo 

Aumento do fígado e baço, enfraquecimento 
dos ossos longos, deficiência intelectual ape- 
nas na forma infantil 

Doença de Niemann-Pick 

Esf in gomielinase 

Esfingomielina 

Aumento do fígado e baço, deficiência intelectual 

Lipogranulomatose de Farber 

Ceramidase 

Cer amida 

Articulações doloridas e progressivamente de- 


Doença de Krabbe 

Leucodistrofia metacromática 
(Lipidose de sulfatídeo) 


Galactocerebrosidase 


Arilsulfatase A 


Galactocerebrosídeo 

deacetilado 

Sulfatídeo 


formadas, nódulos cutâneos, morte dentro de 
alguns anos 

Perda de mielina, deficiência intelectual, morte 
por volta dos 2 anos 

Deficiência intelectual, morte na primeira 
década 



FIGURA 25.95 Corpo membranoso dtoplasmático em um 
neurônio afetado pela doença de Tay-Sachs. (Cortesia de John 
S. 0’Brien, University of Califórnia, San Diego Medicai School, 
EUA.) 


Como esse substrato é também reconhecido pela hexo- 
saminidase B, que não está afetada na doença de Tay-Sachs, 
a hexosaminidase B é primeiro inativada por calor, já que 
ela é mais sensível à temperatura do que a hexosaminida- 
se A. Como resultado de esforços de triagem em massa, as 
consequências trágicas dessa doença estão sendo evitadas. 
As outras doenças de armazenamento de esfingolipídeos, 
apesar de menos comuns, possuem consequências similares 
(Tabela 25.2). Nos últimos anos, técnicas de sequenciamento 
de DNA para a triagem de potenciais portadores da maioria 
das mutações comuns tornaram-se economicamente viáveis. 


RESUMO DO CAPÍTULO 


1 Digestão, absorção e transporte de lipídeos Triacilgliceróis, a 
forma de armazenamento da energia metabólica em animais, provê 
até seis vezes mais energia metabólica do que o peso igual de gli- 
cogênio hidratado. Os lipídeos da dieta são digeridos por enzimas 
digestivas pancreáticas, como a lipase e a fosfolipase A 2 , que são 
ativas na interface lipídeo -água de emulsões estabilizadas por sais 
biliares. Os sais biliares são também essenciais para a absorção in- 
testinal dos lipídeos da dieta, como o é a proteína ligadora de ácido 


graxo. Os triacilgliceróis da dieta e aqueles sintetizados pelo fígado 
são transportados no sangue como quilomícrons e VLDL, respec- 
tivamente. Os triacilgliceróis presentes nessas lipoproteínas são hi- 
drolisados pela lipase lipoproteica fora das células e entram nelas 
como ácidos graxos livres. Os ácidos graxos resultantes da hidrólise 
de triacilgliceróis do tecido adiposo pela triacilglicerol-lipase sensí- 
vel a hormônio são transportados na corrente sanguínea complexa- 
dos a albumina. 
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2 Oxidação de ácidos graxos Antes dos ácidos graxos serem 
oxidados, eles são convertidos em seus derivados acil-CoA pela 
acil-CoA-sintase em um processo dependente de ATP, transporta- 
dos para dentro da mitocôndria como ésteres de carnitina e recon- 
vertidos em acil-CoA dentro da matriz mitocondrial. A |3-oxidação 
da acil-CoA-graxo ocorre por meio de incrementos de 2 carbonos, 
de modo que moléculas de acil-CoA-graxo de cadeia par são com- 
pletamente convertidas em moléculas de acetil-CoA. Esta rota en- 
volve a desidrogenação dependente de FAD de um grupo alquil, a 
hidratação da ligação dupla resultante, a oxidação dependente de 
NAD + deste álcool a uma cetona e a clivagem da ligação C — C, 
formando acetil-CoA e uma nova molécula de acil-CoA-graxo, 
contendo dois átomos de carbono a menos que a original. Este 
processo é, então, repetido. A oxidação completa das moléculas 
de acetil-CoA, NADH e FADH, é efetuada pelo ciclo do ácido 
cítrico e pela fosforilação oxidativa. A oxidação de ácidos graxos 
insaturados e ácidos graxos de cadeia ímpar também ocorre pela 
p-oxidação, mas necessita da participação de enzimas adicionais. 
A oxidação de ácidos graxos de cadeia ímpar gera propionil-CoA, 
cujo metabolismo subsequente requer a participação de (1) propio- 
nil-CoA-carboxilase, que possui um grupo prostético biotina, (2) 
metilmaloniTCoA-racemase, e (3) metil-malonil-CoA-mutase, que 
contém AdoCbl (coenzima B 12 ). A metil-malonil-CoA-mutase ca- 
talisa uma reação de rearranjo do esqueleto de carbono por meio 
de um mecanismo de radical livre, no qual o radical livre é gerado 
pela clivagem homolítica da ligação C — Co(III) da AdoCbl. 

A p-oxidação de ácidos graxos ocorre também nos peroxisso- 
mos. Na rota peroxissômica, diferentemente da rota mitocondrial, 
a molécula de FADH 2 produzida na primeira etapa é diretamente 
oxidada pelo 0 2 para produzir H 2 Ü 2 , em vez de gerar ATP por meio 
da fosforilação oxidativa. As enzimas peroxissômicas são específi- 
cas para ácidos graxos de cadeia longa e atuam em um processo de 
encurtamento de cadeia pela p-oxidação. Os produtos de cadeia in- 
termediária resultantes são transferidos para a mitocôndria para a 
completa oxidação. 

3 Corpos cetônicos Uma fração significativa da acetil-CoA 
produzida pela oxidação de ácidos graxos no fígado é convertida a 
acetoacetato e D-p-hidroxibutirato, que, juntamente com a acetona, 
são conhecidos como corpos cetônicos. Os dois primeiros compostos 
atuam como combustíveis importantes para os tecidos periféricos. 

4 Siossíntese de ácidos graxos A biossíntese de ácidos graxos 
difere da oxidação de ácidos graxos em vários aspectos. Enquanto 
a oxidação ocorre na mitocôndria, utilizando ésteres de acil-CoA- 
-graxo, a biossíntese ocorre no citosol, com os ácidos graxos em 
crescimento esterificados à proteína carreadora de acila (PCA). 
As coenzimas redox são diferentes (FAD e NAD + para a oxida- 
ção; NADPH para a biossíntese), assim como a estereoquímica das 
etapas intermediárias. A oxidação produz acetil-CoA, enquanto 
malonil-CoA é o precursor imediato na biossíntese. Malonil-CoA 
é produzida pela reação, dependente de ATP, de HC07 e acetil- 
-CoA, catalisada pela enzima dependente de biotina acetil-CoA- 
-carboxilase, embora este HCÜ7 não seja incorporado no ácido 
graxo final produzido. Em bactérias, a síntese de ácidos graxos é 
executada por uma série de enzimas independentes que são coleti- 
vamente conhecidas como AGS-I. Em animais, a síntese de ácidos 
graxos, que gera palmitato, ocorre em uma única proteína homodi- 
mérica em forma de X, conhecida como AGSTI, na qual cada uma 
das subunidades contém todas as seis atividades necessárias para a 
síntese de ácidos graxos em domínios separados que são auxiliados 
pela PCA. Em fungos, a AGS-II é um heterododecâmero «6 Pr, q ue 
forma uma proteína em forma de barril contendo duas câmaras de 
reação equivalentes. Sistemas similares, porém mais extensos, são 
utilizados na síntese dos vários policetídeos. A acetil-CoA é transfe- 
rida da mitocôndria para o citosol como citrato, por meio do sistema 
de transporte de tricarboxilatos, e liberada pela clivagem do citrato, 
originando acetil-CoA e oxalacetato. O oxalacetato é convertido em 


malato e, então, em piruvato para ser transportado de volta à mi- 
tocôndria, em um processo que gera parte do NADPH necessário 
para a biossíntese. O palmitato é o produto principal da biossíntese 
de ácidos graxos em animais. Ácidos graxos de cadeia mais longa 
e ácidos graxos insaturados são gerados a partir do palmitato por 
meio de reações de alongamento e dessaturação. Certos ácidos gra- 
xos insaturados essenciais não podem ser sintetizados por animais e 
portanto devem ser obtidos da dieta. Os triacilgliceróis são sintetiza- 
dos a partir de ésteres de acil-CoA-graxo e de ghcerol-3 -fosfato. 

5 Regulação do metabolismo de ácidos graxos O metabolismo 
de ácidos graxos é regulado por meio de controle alostérico da tria- 
cilglicerol-lipase sensível a hormônio e da acetil-CoA-carboxilase, 
de fosforilação e desfosforilação e/ou alterações nas velocidades de 
síntese e degradação de proteínas. Essa regulação é mediada pe- 
los hormônios glucagon, adrenalina e noradrenalina, que ativam a 
degradação de ácidos graxos, e pela insulina, que ativa sua biossín- 
tese. Esses hormônios interagem para controlar a concentração de 
AMPc, que, por sua vez, controla as taxas de fosforilação e desfos- 
forilação por meio da PKA. A AMPK, que é sensível aos níveis de 
ATP, é também um importante regulador do metabolismo de ácidos 
graxos. 

6 fVletabohsmo do colesterol O colesterol é um constituinte 
vital das membranas celulares e é o precursor dos hormônios es- 
teroides e dos sais biliares. Sua biossíntese, transporte e utilização 
são rigidamente controlados. O colesterol é sintetizado no fígado a 
partir de acetato, em uma rota que envolve a formação de HMG- 
-CoA, a partir de três moléculas de acetato, seguida por redução, 
fosforilação, descarboxilação e desidratação, formando as unida- 
des de isopreno isopentenil-pirofosfato e dimetilalil-pirofosfato. 
Quatro dessas unidades isoprenoides são, então, condensadas por 
meio de mecanismos catiônicos para formar esqualeno, que, por 
sua vez, sofre uma reação de ciclização, através de uma cascata ca- 
tiônica, para formar lanosterol, o precursor esteroide do colesterol 

O principal ponto de controle dessa rota está na HMG-CoA- 
redutase. Essa enzima é regulada por mecanismos competitivo e 
alostérico, por fosforilação e desfosforilação e, de maneira mais 
importante, pelo controle a longo prazo das velocidades de sínte- 
se e degradação enzimática. O controle a longo prazo é mediado 
pela proteína integral de membrana SREBP (proteína de ligação 
ao elemento regulador de esterol) que, quando os níveis de coles- 
terol estão baixos, é escoltada pela SCAP (proteína ativadora da 
clivagem de SREBP) até o aparelho de Golgi por meio de vesículas 
revestidas por COPII. No aparelho de Golgi, ela é sequencialmen- 
te clivada pelas proteases sítio -1 e sítio -2 (S1P e S2P), liberando 
seu domínio solúvel bHAH/Z para penetrar no núcleo, onde induz 
a transcrição dos genes que contêm SRE (elemento regulador de 
esterol), tais como o gene da HMG-CoA-redutase e do receptor 
de LDL. Em adição, quando os níveis de esterol estão elevados, 
a velocidade de degradação proteolítica da HMG-CoA-redutase é 
grandemente aumentada. 

O fígado secreta colesterol para corrente sanguínea na forma 
esterificada, como parte da VLDL. Este complexo é sequencialmen- 
te convertido a IDL e, então, a LDL. A LDL, que é internaliza- 
da pelas células por endocitose mediada por receptor, transporta a 
maior parte do colesterol aos tecidos periféricos, para utilização. O 
excesso de colesterol retorna ao fígado a partir dos tecidos periféri- 
cos por meio da HDL. O suprimento celular de colesterol é contro- 
lado por três mecanismos: (1) regulação a curto e a longo prazo da 
HMG-CoA-redutase; (2) controle da síntese do receptor de LDL 
pela concentração de colesterol; e (3) regulação a curto e a longo 
prazo da acil-CoA: colesterol-acil-transfe rase (ACAT), que faz a 
mediação da esterificação do colesterol. O colesterol é o precursor 
dos hormônios esteroides, que são classificados como progestinas, 
glicocorticoides, mineralocorticoides, androgênios e estrogênios. A 
única rota para a excreção de colesterol é por meio da formação e 
excreção de sais biliares. 
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7 Metabolismo de eicosanoides: prostaglandinas, prostacicfi- 
nas, tromboxanas, leucotrienos e lipoxinas As prostaglandinas, 
prostacidinas, tromboxanas, leucotrienos e lipoxinas são eicosanoi- 
des produzidos principalmente pelo metabolismo do araquidonato. 
Esses compostos altamente instáveis têm efeitos fisiológicos profun- 
dos em concentrações extremamente baixas. Eles estão envolvidos 
na resposta inflamatória, na produção de dor e febre, na regulação 
da pressão sanguínea e em muitos outros processos fisiológicos im- 
portantes. O araquidonato é sintetizado a partir do ácido linoleico, 
um ácido graxo essencial, e armazenado como fosfatidilinositol e 
outros fosfolipídeos. As prostaglandinas, prostacidinas e tromboxa- 
nas são sintetizadas por uma rota cíclica, enquanto os leucotrienos e 
as lipoxinas são sintetizados por uma rota linear. O ácido acetilsali- 
cílico e outros anti -inflamatórios não esteroides (AINEs) inibem a 
rota cíclica, mas não a rota linear. Inibidores da COX-2 são AINEs 
que se ligam à COX-2, mas não à COX-1, e, dessa maneira, não 
apresentam os efeitos adversos de outros AINEs. Os peptideoleu- 
cotrienos têm sido identificados como as substâncias da anafilaxia 
que reagem lentamente (SRS-A), liberadas do pulmão sensibilizado 
após estímulo imunológico. As lipoxinas e as epi- lipoxinas induzidas 
por ácido acetilsalicüico possuem propriedades anti-inflamatórias. 

8 Metabolismo de fosfolipídeos e giicoiípídeos Os lipídeos 
complexos possuem um éster de fosfato ou um carboidrato como 
seu grupo de cabeça polar e 1,2-diacil-sn-glicerol ou ceramida 
(IV-acilesfingosina) como sua cauda hidrofóbica. Os fosfolipídeos 


são glicerofosfolipídeos ou esfingofosfolipídeos, enquanto os glicoli- 
pídeos são gliceroglicolipídeos ou esfingoglicolipídeos. Os grupos da 
cabeça polar dos glicerofosfolipídeos, que são ésteres de fosfato de 
etanolamina, serina, colina, inositol ou glicerol, são ligados ao grupo 
OH do C3 do 1,2-diacil-srt-glicerol por meio de reações catalisadas 
por transferases ligadas a CTP. Os ácidos graxos de cadeia longa 
específicos que são encontrados nas posições Cl e C2 são incorpo- 
rados por meio de “reações de remodelamento” após a adição do 
grupo da cabeça polar. Os plasmalogênios e os alquilacilglicerofos- 
folipídeos contêm um grupo alquil de cadeia longa ligado, respecti- 
vamente, por meio de uma ligação vinil-éter ou uma ligação éter ao 
grupo OH do Cl do glicerol. O fator ativador de plaquetas (PAF) é 
um alquilacilglicerofosfolipídeo importante. O único e sfingog li co li- 
pídeo importante é a esfingomielina (A-acilesfingosina fosfocolina), 
um lipídeo estrutural importante da membrana das células nervo- 
sas. A maioria dos esfingolipídeos contém grupos da cabeça polar 
compostos por unidades de carboidratos e são, portanto, chamados 
de esfingoglicolipídeos. As principais classes de esfingoglicolipíde- 
os são cerebrosídeos, sulfatídeos, globosídeos e gangliosídeos. Suas 
unidades de carboidrato, que são ligadas ao grupo OH do Cl da 
IV-acilesfingosina por meio de ligações glicosí dicas, são formadas 
pela adição em etapas de unidades de monossacarídeo ativadas. 
Algumas doenças de armazenamento de esfingolipídeos lisossômi- 
cas, incluindo a doença de T ay-Sachs, resultam de deficiências nas 
enzimas que degradam esfingoglicolipídeos. 
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PROBLEMAS 


1. Os venenos de muitas serpentes venenosas, incluindo as casca- 
véis, contêm uma fosfolipase A 2 que causa um dano tecidual que é, 
aparentemente, desproporcional à pequena quantidade de enzima 
injetada. Explique. 

2 . Explique porque indivíduos com uma deficiência hereditária 
de carnitina-palmitoil-transferase II apresentam fraqueza muscular. 
Por que estes sintomas são mais severos durante o jejum? 

3. Por que o fígado das vítimas da doença j amaicana do vômito 
está, normalmente, depletado de glicogênio? 

4. Compare as eficiências metabólicas, em móis de ATP produ- 
zido por grama, da oxidação completa de gordura (tripahnitoil gli- 
cerol) e de glicose derivada de glicogênio. Suponha que a gordura é 
anidra e que o glicogênio é armazenado com duas vezes o seu peso 
de água. 

5. Quando metilmalonil-CoA-mutase é incubada com metilmalo- 
nil-CoA marcada com deutério, a coenzima B 12 extraída desta mu- 


tase contém deutério em seu grupo 5'-metileno. Explique a transfe- 
rência da marcação do substrato para a enzima. 

6, Qual é o preço energético, em unidades de ATP, de converter 
acetoacetil-CoA a acetoacetato e, então, ressintetizar acetoacetil- 
-CoA? 

7, Um animal em jejum é alimentado com ácido palmítico que 
possui o grupo carboxila marcado com 14 C. (a) Após o tempo su- 
ficiente para a hidrólise e nova síntese de ácidos graxos, qual seria 
o padrão de marcação com ‘C nos resíduos de ácido palmítico do 
animal? (b) O glicogênio do fígado do animal torna-se marcado com 

C, apesar de não ocorrer aumento na quantidade presente desta 
substância. Indique a sequência de reações pelas quais o glicogênio 
se tornou marcado. Por que não há síntese de glicogênio? 

8, Qual é o rendimento de ATP da oxidação completa de uma 
molécula de (a) ácido a-linolênico (ácido 9,12,1 5 -octadecatrienoico, 
18:3rt-3) e (b) áddo margárico (ácido heptadecanoico, 17:0)? Qual 
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deles possui a maior quantidade de energia biológica disponível por 
carbono? 

*9. A função da coenzima B ;2 de mediar a transferência de hidro- 
gênio foi estabelecida utilizando-se a enzima bacteriana dependente 
de coenzima B 12 dioldesidrase, que catalisa a reação: 

CH 3 —CH — CH — OH ► CH 3 — CH — CH— OH 

II II 

OH H H OH 

l,2*Propanodiol 

O 

II 

CH 3 — CH 2 — CH 

Propionaldeído 

A enzima converte [1- H 2 ]l,2-propanodiol a [l,2-’H]propionaldeído 
com a incorporação de trítio em ambas as posições C5' do resíduo 
5'-desoxiadenosil da 5'-desoxiadenosilcobalamina. Sugira o meca- 
nismo dessa reação. Quais seriam os produtos da reação da dioldesi- 
drase se a enzima fosse suprida com [5 - Hjdesoxiadenosilcobalami- 
na e 1,2-propanodiol não marcado? 

10. Porque é importante que as células hepáticas careçam de 3-ce- 
toacil-CoA-transferase (Fig. 25.27)? 

11. Qual é o preço energético, em equivalentes de ATP, de degra- 
dar ácido palmítico a acetil-CoA e então ressintetizá-lo? 

12 . Espera-se que o ácido graxo mostrado a seguir sej a sintetizado 
em animais? Explique. 



CH 3 -f CH 2 ~ CH = CHVfCH^C 




O 


\ 


O 


13. Qual é o preço energético, em equivalentes de ATP, da síntese 
de colesterol a partir de acetil-CoA? 

14. Qual seria o padrão de marcação com 4 C no colesterol se ele 

H i 

fosse sintetizado a partir de HMG-CoA marcada com C (a) no C5, 
seu átomo de carbono da carboxila, ou (b) no Cl, seu átomo de car- 
bono do tioéster? 

15. O consumo de suplementos de coenzima Q é algumas vezes 
recomendado a indivíduos com hipercolesterolemia que tomam es- 
tatinas. Explique. 

*16. Uma criança sofrendo de forte dor abdominal é admitida em 
um hospital algumas horas após comer uma refeição constituída por 
hambúrguer, batatas fritas e sorvete. Seu sangue tem a aparência de 
“sopa de tomate cremosa” e a análise revela que contém quantida- 
des massivas de quilomícrons. Como médico atendente, qual o seu 
diagnóstico sobre o problema do paciente (a causa da dor abdomi- 
nal não é clara)? Que tratamento você prescreveria para aliviar os 
sintomas dessa doença hereditária? 

17. Embora o ácido linoleico seja um ácido graxo essencial para 
os animais, ele não é necessário às células animais em culturas de 
tecidos. Explique. 

18. A inativação da função de peroxidase da prostaglandina 
H-sintase (PGHS) também inativa a sua função de ciclo -oxigenase, 
mas não o contrário. Explique. 


Metabolismo dos 

Aminoácidos 

CAPÍTULO 26 


1 Desamínação dos aminoácidos 

A. Transam inação 

B. Desamínação oxidativa: a giutamato-desidrogenase 

C. Outros mecanismos de desamínação 

2 O ciclo da ureia 

A. Carbamoilfosfato-sintase: aquisição do primeiro átomo de 
nitrogênio da ureia 

B. Ornitina-transcarbamoiiase 

C. Argininossuccinato-sintase: aquisição do segundo átomo 
de nitrogênio da ureia 

D. Argininossuccinase 

E. Arginase 

F. Regulação do cicio da ureia 

3 Degradação metabólica dos aminoácidos 

A. Os aminoácidos podem ser giicogênicos, cetogênicos ou 
glicocetogênicos 

B. Alanina, cisteína, glicina, serina e treonina são 
degradadas produzindo piruvato 

C. Asparagina e aspartato são degradados a oxalacetato 

D. Arginina, glutamato, glutamina, histidina e proiina são 
degradados produzindo a-cetoglutarato 

E. tsoleucina, metionina e valina são degradadas produzindo 
succinil-CoA 

F. Leucina e lisina são degradadas produzindo acetoacetato 
e/ou acetil-CoA 

G. O triptofano é degradado a aianina e acetoacetato 

H. Feniialanina e tirosina são degradadas a fumarato e 
acetoacetato 

4 Aminoácidos como precursores bíossintéticos 

A. Biossíntese e degradação do heme 

B. Biossfntese de aminas fisioiogicamente ativas 

C. Glutationa 

D. Cofatores tetra-hidrofolato: metabolismo de unidades C 1 

5 Biossíntese dos aminoácidos 

A. Biossfntese dos aminoácidos não essenciais 

B. Biossfntese dos aminoácidos essenciais 

6 Fixação do nitrogênio 


Os ct-aminoácidos, além de seu papel como unidades mono- 
mêricas das proteínas, são metabólitos energéticos e precur- 
sores de muitos compostos biologicamente importantes que 
contêm nitrogênio, em especial o heme, as aminas fisioiogi- 
camente ativas , a glutationa, os nucleotídeos e aqueles nu- 
cleotídeos que funcionam como coenzimas. Os aminoácidos 


são classificados em dois grupos: essenciais e não essendais. 
Os mamíferos sintetizam os aminoácidos não essenciais a 
partir de precursores metabólicos, porém devem obter os 
aminoácidos essenciais a partir da dieta. Os aminoácidos 
em excesso não são armazenados para utilização futura e 
tampouco excretados. Em vez disso, são convertidos em 
intermediários metabólicos comuns, como piruvato, oxala- 
cetato, acetil-coenzima A (acetil-CoA) e a-cetoglutarato. 
Consequentemente, os aminoácidos também são precursores 
de glicose, ácidos graxos e corpos cetônicos e, portanto, são 
combustíveis metabólicos. 

Neste capítulo, consideram-se as vias de degradação dos 
aminoácidos, sua síntese e utilização. Inicia-se examinando 
os três estágios comuns da degradação dos aminoácidos: 

L Desamínação (remoção do grupo amino), em que os gru- 
pos amino são convertidos em amónia ou no grupo amino do 
aspartato. 

2, Incorporação dos átomos de nitrogênio da amónia e do 
aspartato na ureia, para excreção. 

3. Conversão dos esqueletos de carbono dos aminoácidos 
(os a-cetoácidos produzidos pela desaminação) em interme- 
diários comuns do metabolismo. 

Muitas dessas reações são semelhantes àquelas conside- 
radas em outras vias. Outras empregam cofatores enzimáti- 
cos ainda não estudados. Um dos objetivos, ao se estudar o 
metabolismo dos aminoácidos, é compreender os mecanis- 
mos de ação desses cofatores. 

Após a discussão a respeito da degradação dos aminoáci- 
dos, serão examinadas as vias pelas quais os aminoácidos são 
utilizados para a biossíntese do heme, das aminas fisioiogica- 
mente ativas e da glutationa (a síntese dos nucleotídeos e de 
nucleotídeos que funcionam como coenzimas será o tema do 
Capítulo 28). A seguir, serão estudadas as vias de biossíntese 
dos aminoácidos. O capítulo termina com uma discussão a 
respeito da fixação de nitrogênio, um processo que converte 

0 N 2 atmosférico em amónia e é, portanto, a fonte primária 
do nitrogênio metabolicamente útil. 

1 DESAMÍNAÇÃO dos aminoácidos 

A primeira reação na degradação de um aminoácido é, qua- 
se sempre, a remoção de seu grupo a.- amino, com o objetivo 
de excretar o excesso de nitrogênio e degradar o esqueleto de 
carbono remanescente ou convertê-lo em glicose. A ureia, 
o produto predominante de excreção do nitrogênio em 
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mamíferos terrestres, é sintetizada a partir de amónia e as- 
partato. Essas duas últimas substâncias são derivadas prin- 
cipalmente do glutamato, um produto da maior parte das 
reações de desaminação. Nesta seção, serão examinadas as 
vias pelas quais os grupos a-amino são incorporados para 
produzir glutamato e então aspartato e amónia. Na Seção 
26.2, será discutida a biossíntese da ureia a partir desses 
precursores. 

A maior parte dos aminoãcidos é desaminada por tran- 
saminação, a transferência de seu grupo amino para um 
a-ceto ácido, produzindo o a-cetoácido do aminoácido origi- 
nal e um novo aminoácido, em reações catalisadas por ami- 
notransferases (alternativamente designadas transaminases). 
O aceptor predominante de grupos amino é o a-cetoglutara- 
to, produzindo glutamato como o novo aminoácido: 

Aminoácido + a-cetoglutarato v - 

a-cetoglutarato + glutamato 

O grupo amino do glutamato, por sua vez, é transferido para 
o oxalacetato em uma segunda reação de transaminação, 
produzindo aspartato: 

Glutamato + oxalacetato ^ 

a-cetoglutarato + aspartato 

A transaminação, naturalmente, não resulta em qual- 
quer desaminação líquida. Desaminações ocorrem prin- 
cipalmente pela desaminação oxidativa do glutamato pela 
glutamato -desidrogenase (GDH), produzindo amónia. A 
reação requer NAD ou NADP ' como um agente oxidante 
e regenera a-cetoglutarato para utilização em novas reações 
de transaminação: 


Glutamato + NAD(P) + H 2 0 v A 

a-cetoglutarato + NH4 + NAD(P)H 

Os mecanismos de transaminação e desaminação oxidativa 
são os temas desta seção. Também serão considerados outros 
meios pelos quais o grupo amino pode ser removido a partir 
de determinados aminoácidos. 

A. Transaminação 

a. As reações das amlnotransferases ocorrem em dois 
estágios 

1. O grupo amino de um aminoácido é transferido para a 
enzima, produzindo o a-cetoácido correspondente e a enzi- 
ma aminada. 

Aminoácido + enzima y ^ 

a-cetoácido + enzima — NH 2 

2. O grupo amino é transferido para o a-cetoácido aceptor 
(p. ex., a-cetoglutarato), formando o aminoácido produto (p. 
ex., glutamato) e regenerando a enzima. 

a-Cetoglutarato + enzima — NH 2 \ ^ 

enzima + glutamato 

Para transportarem o grupo amino, as aminotransferases 
requerem a participação de uma coenzima contendo um aldeí- 
do, o piridoxal-5' -fosfato (PLP), um derivado da piridoxi- 
na (vitamina B# Fig. 26.1 a, b). O grupo amino é acomodado 
pela conversão dessa coenzima em piridoxamina-5 '-fosfato 
(PMP; Fig. 26.1c). O PLP encontra-se ligado covalentemen- 
te à enzima, formando uma base de Schiff (imina) por meio 



Piridoxina 
(a) (vitamina Bg) 


Piridoxal-5 

(b) fosfato (PLP) 



(CH 2 ) 4 — Enzima 




Piridoxamina-5 
(c) fosfato (PMP) 


Base de Schiff entre 
(d) enzima e PLP 


FIGURA 26.1 Formas do piridoxal-5' -fosfato, (a) Piridoxina (vitamina B 6 ). ( b ) Piridoxal-5 '-fosfato (PLP). (c) Piridoxamina-5 ' - 
fosfato (PMP). (d) A base de Schiff que se forma entre o PLP e o grupo e-amino em uma enzima. 
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da condensação de seu grupo aldeído com o grupo e-amino 
de um resíduo de Lys da enzima (Fig. 26.1 d). Essa base de 
Schiff , que está conj ugada com o anel piridínico da coenzima, 
é o foco da atividade da coenzima. 


Esmond Snell, Alexander Braunstein e David Metzler 
demonstraram que a reação da aminotransferase ocorre via 
um mecanismo de pingue-pongue, cujos dois estágios consis- 
tem, cada um, em três etapas (Fig. 26.2): 


Etapas 1 & 1': Transaminação: 


H 

R — C- — COO + 


I a 

NH 


2 - 


O 3 PO 





R 

H 


H 

C 


a. 


■N 
* 


COO' 


H 


Enzima 


(CH a ) 


N 


H — C \j 


2'4 


H 


2 -O.PO 



+ 

■N 


H 


CH 


H — 


H 

| a 

R— C a ~ COO 
C^ H 


Enzima 

i 

(0113)4 

nh 2 






2- 


O3PO 



Hh 

"N 


H 


CH 


a* Aminoáci do 


Base de Schiff 
enzima-PLP 


Int er medi ário 
geminal diamina 


Base de Schiff 
aminoãcido-PLP (aldimina) 


Etapas 2 & 2': Tautomerização: 


Lys — Enzima 


/ 


:oh 


h 2 n: 


R — C— COO" 


2~ 


0 3 P0 



Lys — Enzima 

* 

+ 


h 2 nh 


R — C^ - COO 


Lys — Enzima 


H 2 NH 



< > 


2 - 


O 3 PO 



COO' 


N x CH 3 


H 


Intermediário estabilizado por ressonância 


Etapas 3 & 3' : Hidrólise 


/ 


Lys — Enzima 

I */H 

R — C — COO' 


h 2 n: 


<T, 


a 

NH 


H— C— H 


2- 


O 3 PO 



Lys — Enzima 


h 2 n: 


nh 2 

1 

H— C— H 


2 ^ 



O 


+ R — C— COO' 

a-Cetoácido 


Piridoxamina 
fosfato (PMP)-enzima 


Carbinolamina 


FIGURA 26.2 O mecanismo da tr ansamin ação catalisada por enzima dependente de PLP. O primeiro estágio da reação, no qual 
o grupo a-amino de um aminoácido é transferido para o PLP, dando um a-cetoácido e PMP, consiste em três etapas: (1) transami- 
nação; (2) tautomerização, quando a Lys liberada durante a reação de transaminação atua como um catalisador geral ácido-base; 
e (3) hidrólise. O segundo estágio da reação, no qual o grupo amino da PMP é transferido para um a-cetoácido diferente, produ- 
zindo um novo a-aminoácido e PLP, é essendalmente o reverso do primeiro estágio: as Etapas 3', 2' e 1' são, respectivamente, as 
Etapas 3, 2 e 1 no sentido inverso. Ver Figuras animadas 
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b. Estágio i: Conversão de um aminoácido em um 
a-cetoãcído 

Etapa 1 . O grupo amino do aminoácido, que é nucleofí- 
lico, ataca o átomo de carbono da base de Schiff-enzima-PLP 
em uma reação de transaminação (frans-Schiffização) , for- 
mando uma base de Schiff-aminoácido-PLP (aldimina), com 
concomitante liberação do grupo amino da Lys da enzima. 
Essa Lys, então, torna-se livre para atuar como uma base ge- 
ral no sítio ativo. 

Etapa 2. A base de Schiff-aminoácido-PLP tautomeri- 
za em uma base de Schiff-a-cetoácido-PMP, pela remoção, 
catalisada pela Lys do sítio ativo, do hidrogênio a do ami- 
noácido e pela protonação do átomo C4' do PLP, via um 
intermediário carbânion estabilizado por ressonância. Essa 
estabilização por ressonância facilita a clivagem da ligação 
C.-H. 

Etapa 3. A base de Schiff-a-cetoácido-PMP formada é 
hidrolisada, produzindo PMP e um a-cetoácido. 

c. Estágio II: Conversão de um a-cetoácido em um 
aminoácido 

Para completar o ciclo catalítico da aminotransferase, a co- 
enzima deve ser convertida de PMP novamente na base de 
Schiff-enzima-PLP, Isso envolve as três etapas apresentadas 
anteriormente, porém na ordem inversa: 

Etapa 3'. PMP reage com um a-cetoácido para formar 
uma base de Sehiff. 

Etapa 2'. A base de Schiff-a-cetoácido-PMP tautomeri- 
za, formando uma base de Schiff-aminoácido-PLP. 

Etapa 1 '. O grupo e-amino do resíduo de Lys no sítio 
ativo ataca a base de Schiff-aminoácido-PLP, em uma rea- 
ção de transaminação que regenera a base de Schiff-enzima 
ativa-PLP, com liberação do aminoácido recém-produzido. 

A estequiometria geral da reação, portanto, é 

Aminoácido 1 + a-cetoácido 2 ; 

a-cetoácido 1 + aminoácido 2 

O exame da estrutura da base de Schiff-aminoácido-PLP 
(Fig. 26.2, Etapa 1) revela por que esse sistema é denomina- 
do “o encanto dos fornecedores de elétrons”. A clivagem de 
qualquer das três ligações do átomo C a do aminoácido ( deno- 
minadas a, b e c) produz um carbânion C a estabilizado por 
ressonância, cujos elétrons estão deslocalizados no sentido do 
átomo de nitrogênio protonado do grupo piridina da coenzi- 
ma; ou seja, o PLP funciona como um sumidouro de elétrons. 


Para as reações de transaminação, essa capacidade de retira- 
da de elétrons facilita a remoção de um próton a (clivagem 
da ligação a) na tautomerização da base de Sehiff. Reações 
dependentes de PLP, envolvendo clivagem da ligação b (des- 
carboxilação de aminoácidos) e labilização da ligação c, são 
discutidas na Seção 26.4B e nas Seções 26.3Bb e 26.3G, res- 
pectivamente. 

As aminotransferases diferem quanto a suas especifici- 
dades por seus substratos aminoácidos no primeiro estágio 
da reação de transaminação, assim produzindo os diferentes 
produtos a -ce to ácidos correspondentes. A maior parte das 
aminotransferases, entretanto, aceita apenas a-cetoglutarato 
ou (em menor grau) oxalacetato como o substrato a-cetoá- 
cido no segundo estágio da reação, assim produzindo gluta- 
mato ou aspartato como únicos aminoácidos entre os pro- 
dutos. Os grupos amino da maior parte dos aminoácidos , 
consequentemente, convergem para a formação de glutamato 
ou aspartato, os quais são, eles próprios, interconvertidos pela 
glutamato-aspartato-aminotramferase : 

Glutamato + oxalacetato 

a-cetoglutarato + aspartato 

A desaminação oxidativa do glutamato (Seção 26.1B) pro- 
duz amónia e regenera a-cetoglutarato para outro ciclo de 
reações de transaminação. Amónia e aspartato são os dois 
doadores de grupos amino na síntese da ureia. 

d. O ciclo da glicose-alanina transporta nitrogênio para o 

fígado 

Uma exceção importante do que foi comentado anterior- 
mente é um grupo de aminotransferases do músculo, que 
aceita piruvato como seu substrato a-cetoácido. O aminoá- 
cido que é produzido, alanina, é liberado na corrente san- 
guínea e transportado para o fígado, onde sofre transamina- 
ção, produzindo piruvato, que é utilizado na gliconeogênese 
(Seção 23. IA). A glicose resultante volta aos músculos, onde 
é degradada glicoliticamente, produzindo piruvato. Esse é o 
ciclo da glicose-alanina (Fig. 26.3). O grupo amino termina 
no íon amónio ou no aspartato, usados para a biossíntese da 
ureia. Evidentemente, o ciclo da glicose-alanina funciona no 
transporte de nitrogênio do músculo para o fígado. 

Durante o jejum, a glicose formada no fígado por meio 
dessa via é também utilizada por outros tecidos periféricos, 
quebrando o ciclo. Nessas condições, tanto o grupo amino 
quanto o piruvato originam-se da degradação de proteínas 
musculares, fornecendo uma via para a produção de glicose 



FIGURA 26.3 O cido da glicose-alanina. jR, Ver Figuras animadas 


Bioquímica 1023 


para utilização em outros tecidos (lembre que o músculo não 
é um tecido gliconeogênico; Seção 23.1). 

O nitrogênio também é transportado para o fígado na 
forma de glutamina, sintetizada a partir de glutamato e amó- 
nia, em uma reação catalisada pela glutamina-sintase (Seção 
26.5 Ab). A amónia é liberada nas mitocôndrias hepáticas 
para a síntese da ureia ou no rim para a excreção, pela ação 
da glutaminase (Seção 26.3D). 

B. Desaminação oxida ti va: a glutamato-desidrogenase 

O glutamato é desaminado oxidativamente na matriz mito- 
condrial pela glutamato-desidrogenase (GDH), a única enzi- 
ma conhecida que, pelo menos em alguns organismos, pode 
aceitar tanto NAD como NADP ' como sua coenzima re- 
dox. Acredita-se que a oxidação do glutamato ocorra com a 
transferência de um íon hidreto do C ft do glutamato para o 
NAD(P) ! , assim produzindo a-iminoglutarato, o qual é hi- 
drolisado a a-cetoglutarato e amónia (Fig. 26.4). A GDH é 
inibida alostericamente por GTP, NADH e por compostos 
apoiares como palmitoil-CoA e hormônios esteroides. Ela é 
ativada por ADP, NAD e leucina (o aminoãcido mais abun- 
dante em proteínas; Tab. 4.1). in vitro, sugerindo que esses 
efetores regulam a enzima in vivo. 

a. As estruturas por raios X da GDH revelam seu mecanismo 
alostérico 

As estruturas por raios X da GDH homo-hexamérica obtida 
a partir de mitocôndrias de fígado bovino ou humano, de- 
terminadas por Thomas Smith, revelam que cada monômero 
apresenta três domínios, um domínio do substrato, um domí- 
nio para a coenzima e um domínio antena. A proteína, que 
apresenta simetria D 3 , pode ser considerada um dímero de 
trímeros, com os domínios antena de cada trímero envolven- 
do um ao outro ao longo de seu eixo de simetria de ordem 
3 (Fig. 26.5a). A comparação estrutural do monômero de 
501 resíduos da GDH bovina em complexo com glutamato- 
-NADH-GTP (Fig. 26.56) com a apoenzima (sem ligantes 
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FIGURA 2€ ,4 A desaminação oxidai iva do glutamato pela 
glutamato-desidrogenase. Essa reação envolve a formação in- 
termediária de a-iminoglutarato. 


no sítio ativo ou em sítios regulatórios; Fig. 26.5c) humana, 
que apresenta 96% de identidade, revela que, ao se unir a 
seus ligantes, o domínio onde se liga a coenzima faz uma 
rotação sobre a assim denominada hélice pivô, de modo a 
fechar a fenda entre os domínios da coenzima e do substra- 
to. Simultaneamente, o domínio antena é torcido de modo a 
desenrolar uma volta da hélice da antena que está conectada 
à hélice pivô. Embora a forma fechada seja necessária para 
a catálise, a forma aberta favorece a associação e a dissocia- 
ção de substratos e produtos. No estado aberto, a Arg 463 
(numeração da enzima humana), no centro da hélice pivô, 
interage com o ativador ADP (cujo sítio de ligação no com- 
plexo bovino é ocupado pela porção ADP de um NADH; 
Fig. 26.56), enquanto no estado fechado a cadeia lateral da 
His 454 forma uma ligação de hidrogênio com o fosfato y do 
inibidor GTP. O sítio de ligação do GTP apresenta-se distor- 
cido e bloqueado no estado aberto, de modo que a ligação 
do GTP favorece a forma fechada da enzima. Isso resulta em 
uma forte ligação de substratos e produtos e, portanto, na ini- 
bição da enzima. A ligação do ADP favorece a forma aber- 
ta, permitindo a dissociação do produto e, portanto, ativa a 
enzima. Interações alostéricas parecem comunicar-se entre 
as subunidades por meio de interações dos domínios antena. 
De fato, GDHs bacterianas, que não apresentam regulação 
alostérica, diferem de GDHs de mamíferos principalmente 
pela ausência dos domínios antena. 

b. O hiperinsulinismo/hiperamonemia (HI/HA) é causado por 
atividade descontrolada da GDH 
Charles Stanley relatou uma nova forma de hiperinsulinismo 
congênito, que se caracteriza por hipoglicemia e hiperamo- 
nemia (HI/HA; hiperamonemia significa níveis elevados de 
amónia no sangue), e demonstrou que essa doença é causada 
por mutações na GDH na porção N -terminal de sua hélice 
pivô, no sítio de ligação para o GTP ou no domínio antena, 
próximo à sua j unção com a hélice pivô. As enzimas mutan- 
tes apresentam sensibilidade reduzida à inibição por GTP, 
mas mantêm a capacidade de serem ativadas por ADP. As 
GDH mutantes S448P, H454Y e R463A, que foram desenha- 
das respectivamente para terem a região antena, o sítio de 
ligação para o GTP e o sítio de ligação para o ADP afetados 
(Fig. 26.56), apresentam todas um decréscimo na sensibilida- 
de à inibição por GTP (Fig. 26.6), sendo que H454Y e S448P, 
que, sabia-se de antemão, estão associadas com HI/HA, 
conferem a maior resistência à inibição por GTP. A hipo- 
glicemia e a hiperamonemia nos pacientes HI/HA devem-se 
à maior atividade das GDHs mutantes no sentido da degra- 
dação, produzindo maiores quantidades de a-cetoglutarato e 
NH 3 . Os níveis aumentados de a-cetoglutarato estimulam o 
ciclo do ácido cítrico e a fosforilação oxidativa, o que acarre- 
ta um aumento na secreção de ins ulin a com resultante hipo- 
glicemia, produzindo assim os sintomas da doença. O NH 4 + 
produzido é normalmente convertido em ureia (Seção 26.2), 
mas pode também ser exportado para a corrente sanguínea. 

Se esse cenário para a gênese de HI/HA estiver corre- 
to, é necessário fazer uma reavaliação a respeito do papel 
da GDH na homeostase da amónia. O equilíbrio da reação 
da GDH favorece bastante a síntese de GIu (A G°’ —30 kJ • 
mol ‘ para a reação escrita conforme mostrado na Fig. 26.4), 
porém estudos levando em conta as concentrações celulares 
de substratos e produtos sugerem que a enzima funciona em 
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FIGURA 26.5 Estruturas por raios X da glutamato-desidrogenase 
(GDH). (a) GDH bovina em complexo com gíutamato, NADH e GTP. 

A enzima homo-hexamérica, que apresenta simetria D 3 , é observada 
ao longo de um de seus eixos de simetria de ordem dois, com seu eixo 
de simetria de ordem 3 na vertical. Cada uma de suas subunidades está 
colorida de forma diferente. Os substratos ligados e os ligantes estão mos- 
trados na forma de volume atômico, com o gíutamato em cor de laranja, o 
substrato NADH em cor-de-rosa, o NADH ligado no sítio efetor do ADP 
em marrom e o efetor GTP em cinza, (b) Uma subunidade do complexo 
GDH bovina - glutamato-NADH-GTP desenhada com o domínio onde 
se liga a coenzima em magenta, o domínio onde se liga o substrato em cor 
de laranj a, o domínio antena em verde e a hélice pivô em ciano. Os subs- 
tratos e os ligantes são mostrados na forma de volume atômico, coloridos 
de acordo com o tipo de átomo, com o C do gíutamato em verde, o 
C do substrato NADH em dourado, o C do NADH ligado 
ao sítio ADP em cor-de-rosa, o C do GTP em ciano, N 
em azul, O em vermelho e P em magenta. Os átomos 
C a da Ser 448, da His 454 e da Arg 463 (numeração da 
enzima humana) são representados por esferas amare- 
las. (c) Uma subunidade da apoGDH humana, com a 
proteína colorida e observada de modo semelhante à 
Parte b. (Com base em estruturas por raios X obtidas 
por Thomas Smith, Centro Donald Danforth para 
Ciências de Plantas, St. Louis, Missouri, EUA. PD- 
Bids [a e b ] 1HWX e [c] 1L1F.) 
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FIGURA 26.6 Inibição da glutamato-desidrogenase (GDH) 
humana pelo GTP. GDHs humanas do tipo nativo e mutante 
foram expressas em E. coli e testadas para sensibilidade à inibi- 
ção pelo GTP. Os pontos no meio de cada curva correspondem 
às concentrações de GTP que causam 50% de inibição. (Segun- 
do Fang, J., Hsu, B.Y.L., MacMullen, C.M., Poncz, M., Smith, 
T.J., e Stanley, C.A., Biochem. J. 363, 81 [2002].) 
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condições próximas ao equilíbrio (AG ~ 0) in vivo. Assim 
sendo, aceitava-se sem restrições que aumentos na [NH 3 ], 
que, em níveis elevados, é tóxica, causariam o funcionamen- 
to da GDH no sentido inverso, removendo NH 3 e, assim, 
prevenindo o aumento desse composto para níveis tóxicos. 
Entretanto, uma vez que pacientes HI/HA possuem ativi- 
dade aumentada da GDH e, ainda assim, apresentam níveis 
mais altos de NH 3 que o normal, o papel aceito para a GDH 
não pode estar correto. De fato, se a GDH funciona perto 
do equilíbrio, alterações em sua atividade resultante de in- 
terações alostéricas não resultariam em mudanças de fluxo 
significativas. 

C. Outros mecanismos de desaminação 

Duas aminoácido-oxidases não específicas, a L-aminoácido- 
-oxidase e a D-aminoátido-oxidase, catalisam a oxidação de 
L- e D-aminoãcidos, utilizando FAD como sua coenzima re- 
dox (ao invés de NAD[P] f ). O FADH 2 resultante é reoxida- 
do pelo 0 2 . 

Aminoácido + FAD + H 2 0 > 

(i-cetoácido + NH 3 + FADH 2 

FADH 2 "í 0 2 ^ FAD F H 2 0 2 


pelos rins para ser excretada na urina. O ciclo da ureia foi 
elucidado em linhas gerais em 1932 por Hans Krebs e Kurt 
Henseleit (o primeiro ciclo metabólico conhecido; Krebs so- 
mente elucidou o ciclo do ácido cítrico em 1937). Suas rea- 
ções individuais foram posteriormente descritas em detalhe 
por Sarah Ratner e Philip Cohen. A reação global do ciclo 
da ureia é 


NHg 


NH 3 + I-ICOg F ”OOC— CH 2 — CH— COO" 

Aspartato 

3ATP 


O 


2ADP + 2P Í + AMP + PP ( 


h 2 n— C— NH 2 + "OOC— CH=CH— COO 


Ureia 


Fumarato 


Desse modo, os dois átomos de nitrogênio da ureia são for- 
necidos pela NH 3 e pelo aspartato, enquanto o átomo de car- 
bono origina-se do HC0 3 ~. Cinco reações enzimáticas estão 
envolvidas no ciclo da ureia, duas das quais são mitocondriais 
e três citosólicas (Fig. 26.7). Nesta seção, serão examinados 
os mecanismos dessas reações e sua regulação. 


A D-aminoácido-oxidase ocorre principalmente no rim. Sua 
função é um enigma, pois D-aminoácidos estão associados 
principalmente com paredes celulares bacterianas (Seção 
11.3Ba). Uns poucos aminoãcidos, como serina e histidina, 
são desaminados de forma não oxidativa (Seções 26. 3B e 
26.3D). 


2 O CICLO DA UREIA 

Organismos vivos excretam o excesso de nitrogênio resul- 
tante da degradação metabólica dos aminoácidos por meio 
de uma de três possibilidades. Muitos animais aquáticos 
simplesmente excretam amónia. Onde a água é menos abun- 
dante, entretanto, ocorreu a evolução de processos para con- 
verter a amónia em produtos de eliminação menos tóxicos e 
que, portanto, necessitam de menor quantidade de água para 
serem eliminados. Um desses produtos é a ureia, que é excre- 
tada pela maior parte dos vertebrados terrestres; outro é o 
ácido úrico, que é excretado por aves e por répteis terrestres. 


o 


NH 


o 


h 2 n— c— nh 2 


Amónia 


Ureia 



Desse modo, os organismos vivos são classificados como amo- 
niotélicos (que excretam amónia) , ureotélicos (que excretam 
ureia) ou uricotélicos (que excretam ácido úrico). Alguns ani- 
mais podem deslocar-se do amoniotelismo para o ureotelismo 
ou o uricotelismo, caso seu suprimento de água se torne restri- 
to. Aqui, focaliza-se a atenção na síntese da ureia. A biossínte- 
se do ácido úrico será discutida na Seção 28.4A. 

A ureia é sintetizada no fígado pelas enzimas do ciclo da 
ureia. Ela é então secretada na corrente sanguínea e captada 


A. Carbamoilfosfato-sintase: aqu/s/ção do primeiro átomo 
de nitrogênio da ureia 

A carbamoilfosfato-sintase (CPS) não é, tecnicamente, uma 
enzima do ciclo da ureia. Ela cataüsa a condensação e a ati- 
vação de NH 3 e HC0 3 ~ para formar carbamoilfosfato, o pri- 
meiro dos dois substratos que fornecem nitrogênio para o ci- 
clo, com concomitante hidrólise de dois ATPs. Os eucariotos 
possuem duas formas de CPS: 

1. CPS I, mitocondrial, que utiliza NH 3 como doador de ni- 
trogênio e participa da biossíntese da ureia. 

2. CPS II, citosólica, que utiliza glutamina como doador 
de nitrogênio e está envolvida na biossíntese de pirimidinas 
(Seção 28 .2 A). 

A reação catalisada pela CPS I envolve três etapas (Fig. 26.8) : 

L Ativação do HCCX pelo ATP para formar carboxifosfa- 
to e ADP. 

2. Ataque nucleofíüco do carboxifosfato pela NH 3 , deslo- 
cando o fosfato para formar carbamato e Pi. 

3. Fosforilação do carbamato pelo segundo ATP, forman- 
do carbamoilfosfato e ADP. 

A reação é essencialmente irreversível e é a etapa li- 
mitante do ciclo da ureia. A CPS I está sujeita à ativação 
alostérica por iV-acetilgliitamato, conforme discutido na 
Seção 26.2F. 

A E. coli contém apenas um tipo de CPS, que é homó- 
loga tanto à CPS I quanto à CPS II. A enzima é um hetero- 
dímero, mas, quando alostericamente ativada pela ornitina 
(um intermediário do ciclo da ureia), forma um tetrâmero 
de heterodímeros, (afl) 4 . Sua subunidade menor (382 resí- 
duos) funciona na hidrólise da glutamina e na liberação da 
NH 3 resultante para a subunidade maior (1.073 resíduos). 
Entretanto, se a atividade de glutaminase (glutamina-amido- 
transferase) da enzima for eliminada (p. ex., por mutagênese 
sítio-direcionada), a subunidade maior ainda pode produzir 
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FIGURA 26.7 ( Página ao lado) O dclo da ureia. Suas cin- 

co enzimas são: (1) carbamoilfosfato-sintase, (2) omitina- 
-transcarbamoilase, (3) argininossuccinato-sintase; (4) argini- 
nossuccinase e (5) arginase. As reações ocorrem em parte na 
mitocôndria e em parte no citosol, com a ornitina e a citrulina 
sendo transportadas através da membrana mitocondrial por 
sistemas de transportadores específicos ( círculos amarelos). 
Um dos grupos amino da ureia (verde) origina-se como o 
produto NHj da reação da glutamato-desidrogenase (parte 
superior da figura). O outro grupo amino ( vermelho ) é obtido 
a partir do aspartato, por meio da transferência desse grupo 
de um aminoãcido para o oxalacetato, via transaminação (à 
direita). O fumar ato, produto da reação da argininossuccinase, 
é convertido em oxalacetato para que entre na gliconeogênese, 
pelas mesmas reações que ocorrem no ciclo do ácido cítrico, 
mas desta feita ocorrendo no citosol ( parte inferior da figura). 
O ATP utilizado nas Reações 1 e 3 do ciclo pode ser regenera- 
do pela fosforilação oxidativa a partir do NAD(P)H produzido 
pelas reações da glutamato-desidrogenase (parte superior ) e da 
malato-desidrogenase (parte inferior da figura). 

Ver Figuras animadas 


carbamoilfosfato, se NH 3 for fornecida em concentrações 
suficientemente elevadas. A subunidade maior é composta 
por duas metades quase sobreponíveis, que apresentam 40% 
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de identidade entre suas sequências. A metade N-terminal 
contém o componente de síntese de carboxifosfato e um 
domínio de oligomerização, enquanto a metade C-terminal 
contém o componente de síntese de carbamoilfosfato e um 
domínio para ligação alostérica. 

a. A CPS de E. coli contém um túnel extraordinariamente 
longo 

A estrutura por raios X da CPS de E. coli em complexo com 
Mn 2 ' , ADP, Pi e ornitina, determinada por Hazel Holden 
e Ivan Rayment, revela que o sítio ativo para a síntese do 
intermediário carboxifosfato está distante —45 Á do sítio 
de síntese de amónia e também distante — 35 À do sítio ati- 
vo de síntese de carbamoilfosfato. Surpreendentemente, 
os três sítios estão conectados por um túnel molecular es- 
treito de 96 À de comprimento, que percorre quase toda a 
extensão do comprimento da molécula proteica (Fig. 26.9). 
Parece, portanto, que a CPS direciona os produtos interme- 
diários do sítio ativo onde são formados para aquele onde 
são utilizados. Esse fenômeno, no qual o intermediário de 
duas reações é transferido diretamente de um sítio ativo 
enzimático para outro, é denominado canalização (o termo 
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FIGURA 26.8 O mecanismo de ação da CPS I. (1) A ativação 
de HC0 3 por fosforilação forma o intermediário carboxifos- 
fato; (2) o ataque nucleofílico sobre o carboxifosfato pelo NH 3 
forma o segundo intermediário da reação, o carbamato; e (3) a 
fosforilação do carbamato pelo ATP forma o produto da rea- 
ção, o carbamoilfosfato. 


FIGURA 28.9 Estrutura por raios X da carbamoilfosfato- 
-sintase (CPS) de E. coli. A proteína é representada pelos C ri 
de seu esqueleto. A subunidade menor (em magenta) contém 
o sítio de ligação da glutamina, onde NH 3 é produzido ou liga- 
do. A subunidade maior consiste no domínio carboxifosfato 
(verde), no domínio de oligomerização (amarelo), no domínio 
carbamoilfosfato (azul) e no domínio de ligação alostérica (cor 
de laranja). O túnel de 96 A de comprimento, que conecta os 
três sítios ativos, está delineado em vermelho. (Cortesia de Ha- 
zel Holden e Ivan Rayment, Universidade de Wisconsin, EUA. 
PDBid 1JDB.) 
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“tunelamento” é reservado para certos fenômenos da me- 
cânica quântica). 

A canalização aumenta a velocidade de uma via metabó- 
lica, por evitar a perda de produtos intermediários, além de 
protegê-los da degradação. A NH 3 deve andar —45 Á pelo 
túnel na CPS para reagir com o carboxifosfato, formando o 
próximo intermediário, o carbamato. O carbamato, por sua 
vez, deve percorrer uma distância adicional de — 35 Á até o 
sítio onde será fosforilado pelo ATP para formar o produto 
final, carbomoilfosfato. O túnel para a transferência de NH 3 
é revestido com grupos polares, capazes de formar ligações 
de hidrogênio com a NH 3 , enquanto o túnel que será percor- 
rido pelo carbamato é revestido com átomos do esqueleto de 
carbono e não apresenta grupos carregados, que poderiam 
induzir sua hidrólise à medida que ele se difunde entre os 
sítios ativos. É necessário que haja blindagem e canaliza- 
ção, pois os intermediários carboxifosfato e carbamato são 
extremamente reativos, suas meias- vidas são de 28 e 70 ms, 
respectivamente, em pH neutro. Além disso, a canalização 
permite que a concentração local de NH 3 atinja valores mais 
altos do que aqueles observados no meio celular. Serão en- 
contrados diversos outros exemplos de canalização em estu- 
dos de enzimas no metabolismo, mas o túnel da CPS é bem 
mais extenso que qualquer outro observado em enzimas já 
conhecidas. 

B. Ornitina-transcarbamoilase 

A ornitina-transcarbamoilase transfere o grupo carbamoil do 
carbamoilfosfato para a omitina, produzindo citrulina (Fig. 
26.7, Reação 2; observe que ambos os compostos são ct-ami- 
noácidos “não padrão”, pois não ocorrem em proteínas). A 
reação ocorre na mitocôndria, de modo que a omitina, que 
é produzida no citosol, deve entrar na mitocôndria por meio 
de um sistema transportador específico. Do mesmo modo, 
uma vez que as reações restantes do ciclo da ureia ocorrem 
no citosol, a citrulina deve ser exportada da mitocôndria. 

C. Argininossuccinato-sintase: aquisição do segundo 
átomo de nitrogênio da ureia 

O segundo átomo de nitrogênio da ureia é introduzido na 
terceira reação do ciclo da ureia, pela condensação do grupo 
ureído da citrulina com um grupo amino do aspartato, pela 
ação da argininossuccinato-sintase (Fig. 26.10). O átomo de 
oxigênio do grupo ureído é ativado como um grupo de saída 


por meio da formação de um intermediário citrulina- AMP, o 
qual é subsequentemente deslocado pelo grupo amino do as- 
partato. Evidências a favor da existência do intermediário ci- 
trulil-AMP originam-se de experimentos utilizando citrulina 
marcada com lS 0 (* na Fig. 26.10). A marcação foi isolada no 
AMP produzido pela reação, demonstrando que, em algum 
estágio da reação, AMP e citrulina apresentam-se ligados co- 
valentemente pelo átomo de oxigênio do grupo ureído. 

Com a formação de argininossuccinato, todos os componen- 
tes da molécula de ureia foram reunidos. Entretanto, o grupo 
amino doado pelo aspartato ainda está ligado ao esqueleto 
de carbono do aspartato. Essa situação é resolvida pela eli- 
minação de arginina, catalisada pela argininossuccinase, en- 
quanto o esqueleto de carbono do aspartato forma fumarato 
(Fig. 26.7, Reação 4). A arginina é o precursor imediato da 
ureia. O fumarato produzido pela reação da argininossucci- 
nase reage via reações da fumarase e da malato-desidrogena- 
se para formar oxalacetato (Fig. 26.7, parte inferior ), o qual é 
então utilizado na gliconeogênese (Seção 23.1). 

E. Arginase 

A quinta e última reação do ciclo da ureia é a hidrólise da 
arginina, catalisada pela arginase, produzindo ureia e rege- 
nerando omitina (Fig. 26.7, Reação 5). A ornitina retorna 
então para a mitocôndria, para outra volta do ciclo. O ciclo 
da ureia, portanto, converte dois grupos amino, um da NH 3 
e um do aspartato, e um átomo de carbono do HC0 3 ~ em 
um produto de excreção relativamente não tóxico, a ureia, à 
custa de quatro ligações fosfato de “alta energia” (três ATPs 
hidrolisados em dois ADPs, dois P ( , um AMP e um PP ; , se- 
guindo-se rápida hidrólise do PP,). Esse custo energético, 
juntamente com aquele da gliconeogênese, é suprido pela 
oxidação da acetil-CoA formada pela degradação dos es- 
queletos de carbonos dos aminoácidos (p. ex., treonina, Fig. 
26.12). De fato, metade do oxigênio consumido pelo fígado é 
utilizado no fornecimento dessa energia. 

F. Regulação do ciclo da ureia 

A carbamoilfosfato -sintase I, a enzima mitocondrial que ca- 
talisa a primeira reação comprometida com o ciclo da ureia, 
é ativada alostericamente por A-acetilglutamato: 


AMP—®—® + 0=C 
VaTP NH 

(ÇH 2 ) 3 

H — C — NH| 
COCT 



1 


+ 

nh 2 h 

AMP— Ô— C + H 2 N — C — CH 2 — COO - 

NH COO" 

(CH 2 ) 3 Aspartato 

H— C— NH 3 
COO" 




nh 2 

C— NH- 

NH 

(ÇH 2 ) 3 

— c— NH3 

COO” 


H 

C— CII 2 
COO" 


COO" 


Citrulina Citrulil-AMP Argininossuccinato 

FIGURA 26.10 O mecanismo de ação da argininossuccinato-sintase. As etapas envolvidas são (1) a ativação do oxigênio ureído 
da citrulina, via formação de citmlil-AMP e (2) o deslocamento do AMP pelo grupo ct-amino do aspartato. O asterisco (*) traça o 
destino do ls O a partir do grupo ureído da citrulina. 
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iV-Acetilgíutamato 

Esse metabólito é sintetizado a partir de glutamato e acetil- 
-CoA pela JV-acetilglutamato-sintase e hidrolisado por uma 
hidrolase específica. A velocidade da produção de ureia pelo 
fígado está, de fato, correlacionada com a concentração de 
A-acetilglutamato. Um aumento na síntese de ureia é neces- 
sário quando as velocidades de degradação de amino ácidos 
aumentam, produzindo um excesso de nitrogênio que deve 
ser excretado. Aumentos nessas velocidades de degradação 
são sinalizados por um aumento na concentração de gluta- 
mato, por meio de reações de transaminação (Seção 26.1). 
Essa situação, por sua vez, causa um aumento na síntese de 
AT-acetilglutamato, estimulando a carbamoilfosfato sintase e, 
assim, todo o ciclo da ureia. 

As demais enzimas do ciclo da ureia são controladas pe- 
las concentrações de seus substratos. Assim, deficiências her- 
dadas em outras enzimas do ciclo da ureia que não a arginase 
não resultam em diminuições significativas na produção de 
ureia (a ausência total de qualquer enzima do ciclo da ureia 
resulta em morte logo após o nascimento). Em vez disso, o 
substrato da enzima deficiente tem sua concentração aumen- 
tada, aumentando a velocidade da reação catalisada pela en- 
zima deficiente para níveis normais. No entanto, o aumento 
anômalo da concentração do substrato não é desprovido de 
custo. As concentrações de substratos tornam-se elevadas 
em todas as reações anteriores do ciclo até a NH 3 , resultando 
em hiperamonemia. Embora a causa primária da toxicidade 
causada pela NH 3 não seja completamente compreendida, al- 
tos [NH 3 ] implicam em enorme esforço para os sistemas de 
depuração de NH 3 , em especial no encéfalo (sintomas de de- 
ficiências em enzimas do ciclo da ureia incluem deficiência 
intelectual e letargia). Foi proposto que esse sistema de de- 
puração envolva a glutamato desidrogenase (atuando no sen- 
tido inverso) e a glutamina-sintase, o que diminui as reservas 
de a-cetoglutarato e de glutamato (Seções 26.1 e 26.5Ab). O 
encéfalo é altamente sensível ao esgotamento dessas reservas. 
O esgotamento de a-cetoglutarato diminui a velocidade de 
produção de energia pelo ciclo do ácido cítrico, enquanto a 
diminuição na concentração de glutamato altera o funciona- 
mento neuronal, uma vez que ele é tanto um neurotransmis- 
sor quanto um precursor de 'y-aminobutirato (GABA), outro 
neurotransmissor (Seção 20.5Cf). O esgotamento de gluta- 
mato também diminuiria o funcionamento do ciclo da ureia, 
uma vez que ele também é o precursor de A-acetilglutamato, 
o principal regulador do ciclo. O envolvimento da GDH na 
depuração de NH 3 é tema de debate em função das observa- 
ções de que o HI/HA envolve a desinibição da GDH (Seção 
26.1Bb), sugerindo que um aumento na atividade da GDH 
aumenta a concentração de NH 3 em vez de diminuí-la. 


3 DEGRADAÇÃO METABÓLICA DOS AMINOÃCIDOS 

A degradação dos aminoácidos os converte em intermediários 
do ciclo do ácido cítrico ou em seus precursores, de modo que 


possam ser metabolizados a CO 2 e H 2 0 ou utilizados na gli- 
coneogênese. De fato, a degradação oxidativa dos aminoá- 
cidos é responsável, normalmente, por 10 a 15% da energia 
metabólica gerada pelos animais. Nesta seção, considerare- 
mos como os esqueletos de carbono dos aminoácidos são 
catabolizados. Os 20 aminoácidos “padrão” (os aminoácidos 
das proteínas) apresentam esqueletos de carbonos muito 
diferentes entre si, de modo que as conversões em interme- 
diários do ciclo do ácido cítrico seguem vias corresponden- 
temente diversas. Não serão descritas em detalhe todas as 
reações envolvidas. Em vez disso, considera-se como essas 
vias são organizadas e enfocam-se algumas reações de inte- 
resse químico e/ou médico. 

A. Os aminoácidos podem ser glicogènicos, cetogênicos ou 
glicocetogênicos 

Os aminoácidos (í padrão” são degradados em sete interme- 
diários metabólicos: piruvato, a-cetoglutarato, succinil-CoA, 
fumarato, oxalacetato, acetil-CoA ou acetoacetato (Fig. 
26.11). Os aminoácidos podem, portanto, ser divididos em 
dois grupos, com base em suas vias catabólicas (Fig. 26.11): 

1. Aminoácidos glicogènicos, cujos esqueletos de carbono 
são degradados a piruvato, a-cetoglutarato, succinil-CoA, fu- 
marato ou oxalacetato e são, portanto, precursores da glicose 
(Seção 23. IA). 
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Cisteína 

Glicina 

Serina 
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Triptofano Ig oleucína 
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Fenilalanína 

Tírosina 
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FIGURA 23. j 1 Degradação dos aminoácidos em sete interme- 
diários metabólicos comuns. As degradações gíicogênicas e ceto- 
gênicas estão indicadas em verde e vermelho, respectivamente. 
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2. Aminoácidos cetogênicos, cujos esqueletos de carbono 
são degradados a acetil-CoA ou acetoacetato e podem, as- 
sim, ser convertidos em corpos cetônicos ou em ácidos gra- 
xos (Seções 25.3 e 25.4). 

Por exemplo, a alanina é glicogênica, pois o produto da sua 
transaminação, o piruvato (Seção 26.1 A), pode ser conver- 
tido em glicose pela gliconeogênese (Seção 23.1 A). A leu- 
cina, por outro lado, é cetogênica; seu esqueleto de carbono 
é convertido em acetil-CoA e acetoacetato (Seção 26.3F). 
Uma vez que os animais não possuem qualquer via metabó- 
lica capaz de efetuar a conversão líquida de acetil-CoA ou 
acetoacetato em precursores gliconeogênicos, não é possível 
a síntese de carboidratos a partir de leucina ou de lisina, o 
único outro aminoácido puramente cetogênico. Isoleucina, 
fenilalanina, treonina, triptofano e tirosina, entretanto, são 
tanto glicogênicos quanto cetogênicos. A isoleucina, por 
exemplo, é degradada em succinil-CoA e acetil-CoA e, por- 
tanto, é precursora tanto de carboidratos quanto de corpos 
cetônicos (Seção 26.3Ed). Os 13 aminoácidos restantes são 
puramente glicogênicos. 


No estudo das vias específicas de degradação dos ami- 
noácidos, esses compostos são organizados em grupos que 
são degradados e produzem os sete intermediários metabóli- 
cos mencionados anteriormente: piruvato, oxalacetato, a-ce- 
toglutarato, succinil-CoA, fumarato, acetil-CoA e acetoace- 
tato. Quando a acetoacetil-CoA é produzida na degradação 
dos aminoácidos, pode, naturalmente, ser convertida direta- 
mente em acetil-CoA (Seção 25.3). Também será discutida a 
via pela qual é convertida, no fígado, em acetoacetato para 
utilização como um combustível alternativo pelos tecidos pe- 
riféricos (Seção 25.3). 

B. Alanina , cisteína , glicina , serina e treonina são 
degradadas produzindo piruvato 

Cinco aminoácidos, alanina, cisteína, glicina, serina e treo- 
nina, são degradados produzindo piruvato (Fig. 26.12). O 
triptofano deveria também ser incluído nesse grupo, pois um 
de seus produtos de degradação é a alanina (Seção 26.3G), a 
qual, como visto (Seção 26.1Ad), é transaminada produzindo 
piruvato. 
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FIGURA 26.12 As vias que convertem alanina, cis- 
teína, glicina, serina e treonina em piruvato. As enzi- 
mas envolvidas são (1) alanina-aminotransferase, (2) 
serina-desidratase, (3) sistema de clivagem da glicina, 
(4) e (5) serina-hidroximetiltransferase, (6) treonina- 
-desidrogenase e (7) a-amino-p-cetobutirato-liase. 
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PLP + Serina 
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FIGURA 26.13 A reação da serina-desidratase. Essa 
enzima dependente de PLP catalisa a eliminação de 
água da serina. As etapas nessa reação são (1) forma- 
ção de uma base de Schiff serina-PLP, (2) remoção do 
átomo a-H da serina para formar um carbânion esta- 
bilizado por ressonância, (3) p eliminação de OH , (4) 
hidrólise da base de Schiff, produzindo PLP-enzima e 
aminoacrilato, (5) tautomerização não enzimática da 
imina e (6) hidrólise não enzimática, formando piruva- 
to e amónia. 
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A serina é convertida em piruvato por desidratação, pela 
serina-desidratase. Essa PLP-enzima, da mesma maneira que 
as aminotransferases (Seção 26.1), funciona por meio da for- 
mação de uma base de Schiff PLP-amino ácido, o que facilita 
a remoção do átomo de hidrogênio a do aminoácido. Na rea- 
ção da serina-desidratase, entretanto, o carbânion C H é que- 
brado, com a eliminação da OH em C p , em vez de ocorrer 
tautomerização (Fig. 26.2, Etapa 2) , de modo que o substrato 
sofre eliminação a,p de H 2 0, em vez de desaminação (Fig. 
26.13). O produto da desidratação, a enamina aminoacrilato, 
tautomeriza de forma não enzimática para a imina corres- 
pondente, que, por sua vez, hidrolisa espontaneamente, ge- 
rando piruvato e amónia. 

A cisteína pode ser convertida em piruvato por diversas 
vias, nas quais o grupo sulfidrila é liberado como H 2 S, S0 3 2 ~ 
ou SCN - . 

A glicina é convertida em serina pela enzima serina-hi- 
droximetiltransferase, outra enzima que contém PLP (Fig. 
26.12, Reação 4). Essa enzima utiliza A^iV^^-metileno- 
tetra-hidrofolato (A /5 ,A ° - mc til eno -TH F ) como cofator 
para fornecer a unidade de Q necessária para essa conver- 
são. A discussão detalhada dos cofatores THF será feita na 
Seção 26.4D. 

a. O sistema de clivagem da glicina é um complexo 
multienzimático 

O grupo metileno do A^A^-metileno-THF, utilizado na con- 
versão de glicina em serina, é obtido do grupo metileno de 
uma segunda glicina, por meio de uma reação na qual os áto- 
mos remanescentes dessa glicina são liberados como C0 2 e 
NH, (Fig. 26.12, Reação 3). Essa reação é catalisada pelo 
sistema de clivagem da glicina (também denominado siste- 
ma multienzimático da glicina-descarboxilase, em plantas, 
e glicina-sintase, quando atuando no sentido inverso; Seção 
26.5Ae). Esse complexo assemelha-se ao complexo da piru- 
vato-desidrogenase (Seção 21. 2 A) e consiste em quatro pro- 
teínas (Fig. 26.14): 


L Uma glicina-descarboxilase dependente de PLP (pro- 
teína P). 

2. Um carreador de aminometil contendo lipoamida (pro- 
teína H), que transporta o grupo aminometil que resta após a 
descarboxilação da glicina. 


O 



NADH + H + 


NAD+ 


FIGURA 26.14 A reação catalisada pelo sistema de clivagem 
da glicina, um complexo multienzimático. As enzimas envol- 
vidas são (1) uma glicina-descarboxilase dependente de PLP 
(proteína P), (2) uma proteína contendo lipoamida (proteína 
H), (3) uma enzima que requer THF (proteína T) e (4) uma di- 
-hidrolipoil-desidrogenase dependente de NAD e que requer 
FAD (proteína L). 
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3. Uma enzima que sintetiza A^A^-metileno-THF (pro- 
teína T; alternativamente, aminometiltransferase [AMT]), 
que aceita um grupo metileno do carreador de aminometil 
(proteína H; o grupo amino é liberado como amónia). 

4 Uma di-hidrolipoil-desidrogenase dependente de NAD 
e que requer FAD (proteína L) , uma proteína compartilhada 
pelo complexo da piruvato-desidrogenase e conhecida como 
E 3 naquele complexo (Seção 21 .2A). 

Diferentemente do complexo da piruvato-desidrogena- 
se, os componentes do sistema de clivagem da glicina estão 
apenas fracamente associados, sendo isolados como proteí- 
nas individuais. Ainda assim, a proteína H desempenha o pa- 
pel central nesse sistema multienzimãtico: seu braço lipoilisil 
oxidado (Seção 21 .2Ad) é reduzido ao aceitar um grupo ami- 
nometil da proteína P (Fig. 26.14, Etapa 2), doa o grupo me- 
tileno para o THF complexado com a proteína T, enquanto 
amónia é liberada (Fig. 26.14, Etapa 3), e é então reoxidado 
pela proteína L (Fig. 26.14, Etapa 4). A estrutura por raios X 
da proteína H de folha de ervilha (Fig. 26.15), determinada 
por Roland Douce, revela que ela é composta principalmen- 
te por um sanduíche de folhas |3 antiparalelas de 3 e 6 fitas, 
que assemelha-se de forma estrutural ao domínio üpoil da E2 
no complexo da piruvato-desidrogenase (Fig. 21.10a). 

O grupo tioaminometil é instável e, normalmente, é hi- 
drolisado de forma rápida a formaldeído e NH 4 . Entretanto, 
ao ser aminomelilado, o grupo lipoil, que estava previamente 
exposto (Fig. 26.15a), insere-se em uma fenda hidrofóbica 



(a) Lys 63 


na proteína H, onde seu grupo amino estabelece ligações de 
hidrogênio com o Glu 14 (Fig. 26.156), assim protegendo o 
grupo aminometil de hidrólise. De fato, a substituição do Glu 
14 por Ala resulta em rápida hidrólise do grupo aminometil. 
Parece, portanto, que a proteína T no complexo THF -TH 
funciona para liberar o grupo lipoil da fenda da proteína H 
e orientar o THF em sua aproximação ao C do metileno do 
grupo aminometil para que a reação ocorra. 

Duas observações indicam que a via apresentada é a 
principal rota de degradação da glicina em tecidos de ma- 
míferos: 

1. A serina isolada de um animal alimentado com [2- 14 C] 
glicina é marcada com 14 C tanto em C2 quanto em C3 . Essa 
observação indica que o grupo metileno do N 5 , N 1 °- me tileno - 
THF utilizado pela serina-hidroximetiltransferase é obtido 
do C2 da glicina. 

2. A doença hereditária humana hiperglicinemia não cetó- 
tica, que se caracteriza por deficiência intelectual e acúmu- 
lo de grandes quantidades de glicina nos fluidos corporais, 
resulta da ausência de um dos componentes do sistema de 
clivagem da glicina. 

O sistema de clivagem da glicina e a serina-hidroximetil- 
transferase desempenham um papel vital nas folhas verdes, 
catalisando a destruição rápida de grandes quantidades da 
glicina que é produzida na fotorrespiração (Seção 24.3Ca). 
De fato, essas enzimas perfazem cerca de metade das proteí- 



FICMJRÃ 26.15 Estrutura por raios X da proteína H do sistema de clivagem da glidna, obtido de folha de ervilhas, (a) Forma con- 
tendo lipoamida oxidada, na qual a cadeia lateral do Glu 14, assim como a da Lys 63, com seu grupo lipoil covalentemente ligado, es- 
tão representadas na forma de esferas e bastões, coloridas de acordo com o tipo de átomo (C do Glu 14 em dourado, C da Lys 63 em 
ciano, C do lipoil em verde, N em azul, O em vermelho e S em amarelo). (6) Forma reduzida da aminometil-di-hidrolipoamida da 
proteína H, vista e colorida como na Parte a. A superfície pontilhada representa a superfície da proteína que é acessível ao solvente. 
Observe como a aminometil-di-hidrolipoamida mudou sua conformação em relação à lipoamida na Parte a, de modo a ligar-se em 
uma fenda hidrofóbica da proteína, onde seu grupo amino forma uma ligação de hidrogênio com o Glu 14 ( ligação tracejada ao fun- 
do). Isso protege o grupo aminometil de hidrólise. (Com base em estruturas por raios X obtidas por Roland Douce, Centre National 
de la Recherche Sdentifique et Commisariat à 1'Énergie Atomique, Grenoble, França. PDBids [a] 1HPC e \b] 1HTP.) 
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nas presentes nas mitocôndrias de folhas de espinafre e de 
ervilhas. 

A treonina é tanto glicogênica quanto cetogênica, uma 
vez que uma de suas vias de degradação produz tanto piru- 
vato quanto acetil-CoA (Fig. 26.12, Reações 6 e 7). Sua prin- 
cipal rota de degradação é por meio da treonina-desidroge- 
nase, produzindo a-amino- p -cetobutirato , que é convertido 
em acetil-CoA e glicina pela a-amino- [S-cetobutirato-liase. 
A glicina pode ser convertida, pela serina, em piruvato. 

b. A serina-hidroximetiltransferase catalisa a clivagem 
dependente de PLP da ligação C — C p 

A treonina também pode ser convertida diretamente em gli- 
cina e acetaldeído (o último sendo oxidado subsequentemen- 
te a acetil-CoA), pelo menos in vitro, via Reação 5 da Fig. 
26.12. Surpreendentemente, essa reação é catalisada pela 



Carbânion a desloca lizado 
(a) 



serina-hidroximetiltransferase. Considerou-se anteriormen- 
te reações catalisadas utilizando o PLP que começam com 
a clivagem de uma ligação C n — H de um aminoácido (Fig. 
26.2). A degradação da treonina em glicina e acetaldeído 
pela serina-hidroximetiltransferase demonstra que o PLP 
também facilita a clivagem de ligações C a — Cg de aminoá- 
cidos por deslocalizar os elétrons do carbânion resultante no 
anel conj ugado com PLP: 


n 

B: H 



c. 0 PLP facilita a clivagem de diferentes ligações em 
diferentes enzimas 

Como pode a mesma base de Schiff aminoácido-PLP estar 
envolvida na clivagem de diferentes ligações do C a de um 
aminoácido em diferentes enzimas? A resposta a esse enig- 
ma foi sugerida por Harmon Dunathan. Para os elétrons que 
serão removidos para o sistema do anel conjugado do PLP, 
o sistema orbital ir do PLP deve sobrepor-se ao orbital da 
ligação contendo o par de elétrons a ser deslocalizado. Isso é 
possível apenas se a ligação que está sendo quebrada situa-se 
no plano perpendicular ao plano do sistema orbital ir do PLP 
(Fig. 26.16a). Diferentes ligações do C a podem ser colocadas 
nesse plano, pela rotação ao redor da ligação C„ — N. De fato, 
a estrutura por raios X da aspartato-aminotransferase revela 
que a ligação C a — H de seu substrato aspartato adota exata- 
mente essa conformação (Fig. 26.166). Evidentemente, cada 


F IGURA 26. 6 Orientação das ligações em uma base de 
Schiff PLP -aminoácido. (a) A estrutura do orbital tt de uma 
base de Schiff PLP-aminoãcido. A ligação ao C ri no plano 
perpendicular ao sistema do orbital tt do PLP (a partir do X 
na ilustração) é lábil, em consequência de sua sobreposição 
ao sistema tt, o que permite que o par de elétrons da ligação 
que é rompida seja deslocalizado sobre a molécula conjugada. 
(6 ) O complexo da base de Schiff formada entre o inibidor a- 
-metilaspartato e o PLP na estrutura por raios X da aspartato- 
-aminotransferase porcina, observada perpendicularmente 
ao anel piridoxal. Esse inibidor está desenhado na forma de 
esferas e bastões, com C verde, N azul, O vermelho e P doura- 
do, com exceção do átomo C da metila e da ligação que o une 
ao resíduo de aspartato, que estão representados em magenta. 
Nesse inibidor, o C da metila ocupa a posição do átomo de 
H que a enzima normalmente remove do aspartato. Observe 
que a ligação que une o C da metila ao aspartato está no plano 
perpendicular ao anel piridoxal e está, portanto, na orientação 
ideal para a clivagem da ligação. (Parte b com base em uma 
estrutura por raios X obtida por David Metzler e Arthur Arno- 
ne, University of Iowa, EUA. PDBid 1 AJS.) 
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enzima cliva especificamente sua ligação correspondente, pois 
a enzima liga-se ao aduto formado pela base de Schiff amino- 
ácido-PLP com essa ligação no plano perpendicular àquele 
do anel PLP. Esse é um exemplo de auxílio estereoeletrô- 
nico (Seção 15.1Eb): a enzima liga-se ao substrato em uma 
conformação que minimiza a energia eletrônica do estado de 
transição. 


C. Asparagina e aspartato são degradados a oxalacetato 

A transaminação do aspartato leva diretamente ao oxalacetato: 
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A asparagina é também convertida em oxalacetato da mes- 
ma maneira, após hidrólise a aspartato pela L-asparaginase: 
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É interessante que a L-asparaginase é um agente quimio- 
terápico eficaz para o tratamento de cânceres que necessi- 
tem obter asparagina do sangue, em especial a leucemia 
linfoblástica aguda. As células cancerosas expressam níveis 
notavelmente baixos da enzima asparagina-sintase (Seção 
26.5Ab) e, portanto, morrem se não tiverem uma fonte ex- 
terna de asparagina. Tratamento com L-asparaginase, en- 
tretanto, pode selecionar células com maior expressão de 
asparagina-sintase e, nesses casos, as células cancerosas so- 
breviventes são resistentes a esse tratamento. 


D. Arginina, glutamato, glutamina, histidina e prolina sào 
degradados produzindo a-cetoglutarato 

Arginina, glutamina, histidina e prolina são todas degrada- 
das por conversão em glutamato (Fig. 26.17), que, por sua 


vez, é oxidado a a-cetoglutarato pela glutamato -desidroge- 
nase (Seção 26.1). A conversão de glutamina em glutamato 
envolve apenas uma reação: a hidrólise pela glutaminase. A 
conversão da histidina em glutamato é mais complicada: ela 
é desaminada não oxidativamente, então é hidratada e seu 
anel imidazol é clivado para formar A-f ormiminogl utamato . 
O grupo formimino é então transferido para o tetra-hidro- 
folato, formando glutamato e A íornmninotetra-hidrofoluto 
(Seção 26.4D). Ambas arginina e prolina são convertidas 
em glutamato pela formação intermediária de glutamato-5- 
-seinialdeído. 

E. Isoleucina, metionina e va tina são degradadas 
produzindo succinil-CoA 

Isoleucina, metionina e valina apresentam vias de degrada- 
ção complexas, sendo que todas produzem propionil-CoA. 
A propionil-CoA, que também é um produto da degradação 
de ácidos graxos de cadeias com número ímpar de carbonos, 
é convertida, como visto, em succinil-CoA por uma série de 
reações que envolvem a participação de biotina e coenzima 
B 12 (Seção 25.2E). 

a. A degradação da metionina envolve a síntese de 
S-adenos 11 metionina e cisterna 

A degradação da metionina (Fig. 26.18) começa com sua 
reação com ATP para formar 5-adenosilmetionina (SAM; 
alternativamente, AdoMet). O grupo metila altamente re- 
ativo desse íon sulfônio o torna um importante agente bio- 
lógico de metilação. Por exemplo, foi visto que SAM é o 
doador de metila na síntese de fosfatidilcolina a partir de 
fosfatidiletanolamina (Seção 25.8Aa). É também o doador 
de metila na conversão de noradrenalina em adrenalina 
(Seção 26.4B). 

Reações de metilação envolvendo SAM produzem 
£-adenosil-homocisteína, além do aceptor metilado. O pri- 
meiro produto é hidrolisado a adenosina e homocisteína na 
próxima reação da via de degradação da metionina. A ho- 
mocisteína pode ser metilada para formar metionina por 
meio de uma reação que requer B 12 , em que A 5 -meta-THF é 
o doador de metila. Alternativamente, a homocisteína pode 
combinar-se com a serina para produzir cistationina, em uma 
reação que requer PLP, formando subsequentemente cisteí- 
na (biossíntese da cisteína) e a-cetobutirato. O a-cetobutira- 
to continua a via degradativa até propionil-CoA e, a seguir, 
succinil-CoA. 

b. A hiper-homocistememia está associada a patologias 
Um desequilíbrio entre a velocidade de produção de ho- 
mocisteína por reações de metilação utilizando SAM (Fig. 
26.18, Reações 2 e 3) e sua velocidade de degradação, seja 
por remetilação, formando metionina (Fig. 26.18, Reação 
4), ou por reação com a serina, formando cistationina na 
via de biossíntese da cisteína (Fig. 26.18, Reação 5), pode 
resultar em um aumento na liberação de homocisteína para 
o meio extracelular e, por fim, para o plasma e a urina. 
Concentrações moderadamente elevadas de homocisteína 
no plasma, hiper-homotísteinemia, por razões que não são 
bem compreendidas, estão estreitamente associadas com 
doenças cardiovasculares, prejuízo cognitivo e defeitos do 
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FIGURÃ 26. d 7 Vias de degradação da arginina, do glutamato, da glutamina, da histidina e da 
prolina, produzindo a-eetoglutarato. As enzimas que catalisam as reações são (1) a glutamato- 
-desidrogenase, (2) a glutaminase, (3) a arginase, (4) a ornitina 8-amÍnotransferase, (5) a desi- 
drogenase do 5-semialdeído do glutamato, (6) a proüna-oxidase, (7) a reação 7 é espontânea, 
(8) a histidina amônia-liase, (9) a urocanato-hidratase, (10) a imidazol-propionase e (11) a 
glutamato-formiminotransfer ase . 
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tubo neural (a causa de diversos defeitos de nascimento, 
incluindo espinha bífida [defeitos na coluna espinal que, 
frequentemente, resultam em paralisia] e anencefalia [a 
deficiência invariavelmente fatal do encéfalo em se desen- 
volver e que é a principal causa de morte de bebês devido 
a anomalias congênitas]). A hiper-homocisteinemia é facil- 
mente controlada pela ingestão de vitaminas precursoras 
das coenzimas que participam na degradação da homocis- 
teína, isto é, B 6 (piridoxina, precursor de PLP; Fig. 26.1), B 12 
(Fig. 25-21) e folato (Seção 26.4D). O folato, em especial, 
parece aliviar a hiper-homocisteinemia; sua administração 
a mulheres grávidas reduz dramaticamente a incidência de 
defeitos do tubo neural em recém-nascidos. Isso levou à 
descoberta de que 10% da população é homozigota para 


a mutação A222V na Aí 5 ,JV i0 -metileno-tetra-hidrofolato- 
redutase (MTHFR; Fig. 26.18, Reação 12; Seção 26.4D), a 
enzima que produz A -metil-THF para a reação da metio- 
nina-sintase (Fig. 26.18, Reação 4). Essa mutação não afeta 
a cinética da reação dessa enzima homotetramérica, porém 
aumenta a velocidade com a qual a enzima se dissocia em 
dímeros que facilmente perdem seu cofator essencial, fla- 
vina. Derivados do folato que se ligam à enzima diminuem 
sua taxa de dissociação e de perda de flavina, aumentando 
assim a atividade geral da enzima mutante e diminuindo a 
concentração de homocisteína. 

A estrutura por raios X da MTHFR de E. coli (que 
apresenta 30% de identidade com o domínio catalítico da 
MTHFR humana), determinada por Rowena Matthews 
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FIGURA 26.18 A via de degradação da metionina, produzindo cisteína e succinil-CoA como produtos. As enzimas envolvidas 
são (1) metionina-adenosiltransferase, em uma reação que produz o agente de metilação biológica S-adenosilmetionina (SAM) f 
(2) metiltransferase, (3) adenosil-homocisteinase, (4) metionina-sintase (uma enzima dependente de coenzima B l2 ), (5) cistationina 
p-sintase (uma enzima dependente de PLP), (6) cistationina-7-liase (uma enzima dependente de PLP), (7) a-cetoácido-desidroge- 
nase, (8) propionil-CoA-carboxilase, (9) metil-malonil-Co A-racemase, (10) metil-malonil-CoA-mutase (uma enzima dependente 
de coenzima B 12 ; as Reações 8-10 são discutidas na Seção 25.2E), (11) sistema de clivagem da glicina (Figs. 26.12 e 26.14) ou serina- 
-hidroximetiltransferase (Fig. 26.12), (12) A 1 , N l ü -metile no- tetra-hidrofol ato redutase (uma enzima dependente de coenzima B 12 e 
de FAD; Figs. 26.19 e 26.49). 


e Martha Ludwig, revela que esta enzima de 296 resíduos 
forma um barril a/p. O cofator FAD liga-se à extremidade 
C-terminal das fitas p3, p4 e p5 do barril e ao longo da héli- 
ce a5 (Fig. 26.19). A Ala 177, que corresponde à Ala 222 na 
enzima de mamíferos, não interage diretamente com o FAD 
do sítio ativo. Ao invés, ocupa uma posição emparelhada com 


a hélice a5 (a qual termina no resíduo 176). Postula-se que a 
substituição da Ala 177 por um resíduo de Vai, de maior ta- 
manho, forçaria a hélice a5 a se reorientar. Uma vez que essa 
hélice parece estar envolvida na interface da subunidade, as- 
sim como na ligação do FAD, sua reorientação provavelmen- 
te diminui a força das interações entre a subunidade e o FAD. 
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FIGURA 26.19 Estrutura por raios X da N 5 , jV iU -metileno- 
-tetra-hidrofolato redutase (MTHFR) de E. coli. A estrutura 
é observada ao longo do eixo de seu barril a/p, olhando-se em 
direção às extremidades C- terminais de suas fitas p. A proteína 
está colorida de acordo com sua estrutura secundária, com as 
fitas p em amarelo e as hélices a em ciano, com exceção da 
hélice a5, que está em vermelho. O FAD ligado à enzima está 
desenhado na forma de esferas e bastões, com C em amarelo, 

N em azul, O em vermelho e P em verde. Observe que a porção 
AMP do FAD está em contato com a hélice a5. (Cortesia de 
Rowena Matthews e Martha Ludwig, University of Michigan, 
EUA. PDBid 1B5T.) 


Por que essa mutação seria tão frequente na popula- 
ção humana? Qual vantagem seletiva, se é que existe al- 
guma, poderia ela conferir? Já foi visto que o gene para a 
anemia falciforme fornece uma vantagem seletiva contra 
a malária (Seção 7.3 Ab). Entretanto, a vantagem seletiva 
da mutação A222V na MTHFR humana ainda é tema de 
especulação. 

c. A metionina-sintase é uma enzima dependente da 
coenzima B 12 

A metionina-sintase (alternativamente, homodsteína-metil- 
transferase), a enzima que catalisa a Reação 4 na Fig. 26.18, é 
a única enzima associada à coenzima B 12 em mamíferos, além 
da metilmalonil-CoA-mutase (Seção 25.2Eb). Entretanto, 
na metionina-sintase, o íon Co da cobalamina é ligado axial- 
mente por um grupo metila, formando metilcobalamina, em 
vez de estar ligado a um grupo 5'-desoxiadenosil, como acon- 
tece na meülmalonil-CoA-mutase (Fig. 25.21). Isso ocorre 
pois a cobalamina funciona aceitando o grupo metila do N 5 - 
metil-THF, produzindo metil-cobalamina (e THF), a qual, 
por sua vez, doa o grupo metila para a homocisteína para 
produzir metionina. 

A estrutura por raios X da porção de 246 resíduos que 
liga a metilcobalamina da metionina-sintase de E. coli , uma 
enzima monomérica de 1.227 resíduos, também determi- 
nada por Matthews e Ludwig, revela que ela consiste em 
dois domínios, um domínio N-terminal helicoidal e um do- 
mínio C-terminal a/p, com dobras tipo Rossmann, os quais 


formam um sanduíche com o anel corrina entre eles (Fig. 
26.20). O domínio a/p assemelha-se ao domínio a/p que liga 
corrina na metilmalonil-CoA-mutase (Fig. 25-22) e, de fato, 
homologias de sequências sugerem que esse domínio seja 
um motivo de ligação comum em enzimas associadas com 
B 12 . O segundo ligante axial do íon Co é uma cadeia lateral 
de His, como também ocorre na metilmalonil-CoA-mutase; 
a porção 5,6-dimetilbenzamidazol (DMB) da coenzima, 
que liga o íon Co na metilcobalamina livre, moveu-se para 
o lado para ancorar-se à proteína a uma certa distância do 
anel corrina. 

d. As vias de degradação de amlnoácidos com cadeias 
laterais ramificadas contêm características comuns a 
todas as oxidações de Acíl-CoA 

A degradação dos aminoácidos com cadeias ramificadas, iso- 
leucina, leucina e valina, começa com três reações que em- 
pregam enzimas em comum (Fig, 26.21, parte superior): (1) 



FIGURA 26.20 Estrutura por raios X dos domínios de liga- 
ção da B 12 da metionina-sintase de E. coli. Seu domínio N- 
-terminal helicoidal (resíduos 651 -743) está em ciano e seu do- 
mínio C terminal a/p (resíduos 744-896) está em cor-de-rosa. 

O cofator metilcobalamina e a cadeia lateral da His 759, a ele 
ligada axialmente, estão desenhados em forma de bastões, com 
o C da cobalamina em verde, o C da His em dourado, N azul, 

O vermelho e o íon Co e seu grupo metila ligado axialmente 
estão representados por esferas em azul -claro e cor de laranja, 
respectivamente. (Com base em uma estrutura por raios X 
obtida por Rowena Matthews e Martha Ludwig, University of 
Michigan, EUA. PDBid 1BMT.) 
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transaminação ao a-cetoácido correspondente, (2) descarbo- 
xilação oxidativa à acil-CoA correspondente e (3 ) desidroge- 
nação pelo FAD, para formar uma ligação dupla. 

O restante da via de degradação da isoleucina (Fig. 
26.21, esquerda ) é idêntico àquele da oxidação dos ácidos 
graxos (Seção 25.2C): (4) hidratação da ligação dupla, (5) 
desidrogenação por NAD ' e (6) clivagem tiolítica, produzin- 
do acetil-CoA e propionil-CoA, a qual é subsequentemente 
convertida em succinil-CoA. A degradação da valina é uma 
variação desse tema (Fig. 26.21, centro ): seguindo-se (7) a hi- 
dratação da ligação dupla, (8) a ligação tioéster da CoA é hi- 
drolisada antes da (9) segunda reação de desidrogenação. A 
ligação tioéster é então regenerada como propionil-CoA na 
última reação da sequência (10), uma descarboxilação oxida- 
tiva ao invés de uma clivagem tiolítica. 

e. A doença do xarope de bordo resulta de um defeito na 
degradação de aminoácidos de cadeia ramificada 
A desidrogenase de a-cetoácido s de cadeia ramificada 
(CCRDH; também conhecida como a-cetoisovalerato- 
desidrogenase), que catalisa a Reação 2 da degradação de 
aminoácidos de cadeia ramificada (Fig. 26.21), é um comple- 
xo multienzimático contendo três componentes enzimáticos, 
El, E2 e E3, juntamente com a CCRDH-cinase (a fosforila- 
ção inativa a enzima) e a CCRDH-fosfatase (a defosforilação 
ativa a enzima), que realizam controle por modificação cova- 
lente. Esse complexo assemelha-se bastante aos complexos 
multienzimáticos da piruvato-desidrogenase e da a-cetoglu- 
tarato-desidrogenase (Seções 21 .2A e 21.3D). De fato, esses 
três complexos multienzimáticos compartilham um compo- 
nente proteico comum, a E3 (di-hidrolipoil-desidrogenase), 
e empregam as coenzimas tiamina-pirofosfato (TPP), lipo- 
amida e FAD, além de seu agente oxidante final, o NAD ! . 

Uma deficiência genética na CCRDH causa a doença 
do xarope de bordo (DXB), assim designada pois o aumento 
consequente de a-cetoácidos de cadeia ramificada confere à 
urina o odor característico de xarope de bordo. A menos que 
seja prontamente tratada com uma dieta contendo baixas 
quantidades de aminoácidos com cadeias laterais ramifica- 
das (mas não com quantidades baixas demais, pois esses são 
aminoácidos essenciais; Seção 26.5), essa doença leva rapida- 
mente ao óbito. 

A DXB é uma doença autossômica recessiva, causada 
por defeitos em alguma dentre quatro das seis subunidades 
do complexo, Ela, Elp, E2 ou E3 (El é um heterotetrâme- 
ro a 2 p 2 ). A determinação, por raios X, da estrutura da El 
da CCRDH humana por Wim Hol (Fig. 26.22) possibilitou a 
interpretação de diversas das mutações que causam a DXB . 
A mutação mais comum é a Y393N-a, denominada mutação 
Menonita, que ocorre em 1 a cada 176 nascidos vivos na po- 
pulação da Velha Ordem Menonita (contra 1 a cada 185.000 
na população mundial). Essa mutação é tão comum entre 
Menonitas da Velha Ordem que foi atribuída a um efeito 
do fundador, ou seja, uma mutação que se originou em um 
dentre os poucos fundadores dessa comunidade isolada. O 
tetrâmero El pode ser considerado um dímero de heterodí- 
meros ap, com um cofator TPP na interface entre uma su- 
bunidade a e uma subunidade p, e com cada subunidade a 
contactando tanto a subunidade p quanto a subunidade p' 
(Fig. 26.22a). O aminoácido alterado na mutação Menonita 
ocorre na interface a-p': a Tyr 393a estabelece ligações de 


hidrogênio com a His 385a e o Asp 328 p' (Fig. 26.226). A 
mutação de T yr para Asn perturba essas interações e, por- 
tanto, impede a tetramerização. 



FIGURA 26.22 Estrutura por raios X do componente El do 
complexo multienzimático da desidrogenase de a-cetoácidos de 
cadeia ramificada humana, (a) O heterotetrâmero a 2 p 2 . As su- 
bunidades a estão coloridas em dano e cor de laranja e as subu- 
nidades p em azul e cor-de-rosa. O cofator tiamina-pirofosfato 
(TPP) e a Tyr 393a (que, na mutação Menonita, é substituída 
por uma Asn, causando a doença do xarope de bordo) estão 
mostrados na forma de volume atômico, com C do TPP em 
verde, C da Tyr 393a em dourado, N em azul, O em vermelho, 

S em amarelo e P em magenta. Observe a similaridade desta es- 
trutura com aquela do componente El do complexo multienzi- 
mático da piruvato-desidrogenase (Fig. 21.12a). ( b ) A interfase 
a— p', colorida como na Parte a e mostrando as interações da 
Tyr 393a com His 385a e Asp 328p ' . As cadeias laterais desses 
resíduos estão desenhadas em forma de esferas e bastões, com 
C verde, N azul e O vermelho e com as ligações de hidrogênio 
entre eles representadas por linhas tracej adas. (Com base em 
uma estrutura por raios X obtida por Wim Hol, University of 
Washington, EUA. PDBid 1DTW.) 
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F. Leucina e Usina são degradadas produzindo 
acetoacetato e/ou acetil-CoA 

A leucina é oxidada por uma combinação de reações utili- 
zadas na |3 oxidação e na síntese de corpos cetônicos (Fig, 
26.21, à direita). As primeiras reações de desidrogenação 
e de hidratação são entremeadas por (11) uma reação de 
carboxilação, catalisada pela enzima que contém biotina, a 
p-metilcrotonil-CoA carboxilase. A reação de hidratação 
(12) produz, então, |3-hidroxi-(i-metilglutaril-CoA (HMG- 
CoA), que é clivado pela HMG-CoA-liase para formar ace- 


til-CoA e o corpo cetônico acetoacetato (13) (o qual, por sua 
vez, pode ser convertido em 2 acetil-CoA; Seção 25.3). 

Embora haja várias vias para a degradação da lisina, 
aquela que ocorre pela formação do aduto de a-cetogluta- 
rato -lisina, sacaropina, predomina no fígado de mamíferos 
(Fig. 26.23). Essa via é de interesse porque foram encontra- 
das 7 de suas 11 reações em outras vias. A Reação 4 é uma 
transaminaçâo dependente de PLP. A Reação 5 é a descar- 
boxilação oxidativa de um a-cetoácido por um complexo 
multienzimãtico semelhante aos complexos da piruvato-desi- 
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FIGURA 26.23 A via de degra- 
dação da lisina no fígado de ma- 
míferos. As enzimas envolvidas 
são (1) sacaropina-desidrogenase 
(NADP + , formadora de lisina), 
(2) sacaropina-desidrogenase 
(NAD + , formadora de glu- 
tamato), (3) aminoadipato 
semialdeído-desidrogenase, 

(4) aminoadipato-aminotrans- 
ferase (uma enzima PLP), (5) 
a-cetoácido-desidrogenase, (6) 
glutarii-CoA-desidrogenase, (7) 
descarboxilase, (8) enoil-CoA-hi- 
dratase, (9) (3-hidroxiacil-CoA- 
desidrogenase, (10) HMG-CoA- 
-sintase e (11) HMG-CoA-liase. 
As Reações 10 e 11 são discutidas 
na Seção 25.3. 
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drogenase e da a-cetoglutarato-desidrogenase (Seções 21 .2A 
e 21 .3D). As Reações 6, 8 e 9 são reações-padrão da oxidação 
de acil-CoA graxo: desidrogenação por FAD, hidratação e 
desidrogenação por NAD ' . As Reações 10 e 1 1 são reações- 
-padrão na formação de corpos ce tônicos. Duas moléculas de 
C0 2 são produzidas nas Reações 5 e 7 da via. 

Acredita-se que a via da sacaropina predomine em ma- 
míferos, pois um defeito genético na enzima que catalisa a 
Reação 1 da sequência causa hiperlisinemia e hiperlisinúria 
(níveis elevados de lisina no sangue e na urina, respectiva- 
mente), juntamente com deficiência física e intelectual. Esse 
é ainda outro exemplo de como o estudo de doenças raras 
herdadas ajudou a traçar vias metabólicas. 

O esqueleto de carbono da leucina, como foi visto, é con- 
vertido em uma molécula de acetoacetato e uma de acetil- 


-CoA, enquanto aquele da lisina é convertido em uma mo- 
lécula da acetoacetato e duas de C0 2 . Uma vez que nem o 
acetoacetato nem a acetil-CoA podem ser convertidos em 
glicose em animais, leucina e lisina são aminoácidos pura- 
mente cetogênicos. 

G. 0 tríptofano é degradado a alanina e acetoacetato 

A complexidade da principal via de degradação do tripto- 
fano (Fig. 26.24) impede uma discussão detalhada de todas 
as suas reações. Entretanto, uma reação na via é de espe- 
cial interesse. A Reação 4, a clivagem da 3-hidroxiquinu- 
renina em alanina e 3-hídroxiantranilato, é catalisada pela 
quimireninase, uma enzima dependente de PLP. A reação 
demonstra mais uma vez a enorme versatilidade do PLP. 
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FIGURA 26.24 A via de degradação do triptofano. As enzimas envolvidas são (1) triptofano-2,3-dioxigenase, (2) formamidase, 
(3) quinuremna-3-mono-oxigenase, (4) quinureninase (dependente de PLP), (5) 3-hidroxiantranilato-3,4-dioxigenase, (6) descar- 
boxilase do amino-carboximuconato semialdeído, (7) desidrogenase do aminomuconato semialdeído, (8) hidratase, (9) desidroge- 
nase e (10-16) enzimas das Reações 5 a 11 da degradação da lisina (Fig. 26.23). O 2-amino-3-carboximuconato-6-semiaIdeído, além 
de sofrer a Reação 6, forma espontaneamente o quinolinato, um precursor do NAD ! e do NADP ! (Seção 28.5A). 
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FIGURA 26.25 Mecanismo proposto para a clivagem da ligação C p -C da 3-hidroxiquinurenina, catalisada pela quinureninase 
dependente de PLP. A reação ocorre em oito etapas: (1) transaminação, (2) tautomerização, (3) ataque de um nucleófilo (X:) da 
enzima, (4) clivagem da ligação C„ — C , com formação de um intermediário acil-enzima, (5) hidrólise do intermediário acil -enzima, 
(6) e (7) tautomerização e (8) transaminação. 


Foi visto como o PLP pode tornar lãbeis as ligações C a — H 
e C a — C p de um ot-aminoácido (Fig.26.16). Aqui, vê-se a 
facilitação da clivagem de uma ligação C„ — C . A reação 
segue as mesmas etapas que as reações de transaminação, 
mas não hã hidrólise da base de Schiff tautomerizada (Fig. 
26.25) . O mecanismo proposto para a reação envolve o ata- 
que de um nucleófilo da enzima sobre o carbono da carbo- 
nila (C ) da base de Schiff tautomerizada 3-hidroxiquinure- 
nina-PLP (Fig. 26.25, Etapa 3). Isso é seguido pela clivagem 
da ligação C„ — C , para gerar um intermediário acil-enzima, 
juntamente com um aduto tautomerizado alanina-PLP (Fig. 
26.25, Etapa 4). A hidrólise da acil-enzima produz então 


3-hidroxiantranilato, cuja posterior degradação produz a- 
cetoadipato (Fig. 26.24, Reações 5.9). O a-cetoadipato é 
também intermediário na degradação da lisina (Fig. 26.23, 
Reação 4), de modo que as últimas sete reações na degrada- 
ção desses dois aminoácidos são idênticas, formando aceto- 
acetato e duas moléculas de C0 2 . 

H . Fenilalanina e tirosina são degradadas a fumarato e 
acetoacetato 

Uma vez que a primeira reação na degradação da fenilala- 
nina é sua hidroxilação a tirosina, uma única via (Fig. 26.26) 
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FIGURA 26.26 A via de degradação da fenílalanina. As 

enzimas envolvidas são (1) fenilalanina-hidroxilase, (2) amino- 
transferase, (3) p-hidroxifenilpiruvato-dioxigenase, (4) homo- 
gentisato-dioxigenase, (5) maleilacetoacetato-isomerase e (6) 
fumarilacetoacetase. Os símbolos que marcam vários átomos 
de carbono servem para indicar a migração de grupo que ocor- 
re na Reação 3 da via (ver Fig. 26.31). 


é responsável pela degradação desses dois aminoãcidos. Os 
produtos finais dessa degradação de seis reações são fumara- 
to, um intermediário do ciclo do ácido cítrico, e acetoacetato, 
um corpo cetônico. 

a. Pterinas são cofatores redox 

A hidroxilação de fenilalanina pela enzima homotetraméri- 
ca fenilalanina-hidroxilase (PAH, de phenylalanine hydro- 
xylasé), que contém ferro não heme, requer 0 2 e que o ferro 
esteja no estado Fe(II). A enzima também requer a partici- 
pação de biopterina, um derivado pterina. Pterinas são com- 
postos que contêm o anel pteridina (Fig. 26.27). Observe a 
semelhança entre o anel pteridina e o anel isoaloxazina das 
coenzimas flavinas; as posições dos átomos de nitrogênio na 
pteridina são idênticas àquelas dos anéis B e C da isoaloxa- 
zina. Derivados folato também contêm o anel pterina (Seção 
26.4D). As pterinas, assim como as flavinas, participam de 
oxidações biológicas. A forma ativa da biopterina é a for- 
ma completamente reduzida 5,6,7,8-tetra-hidrobiopterina 
(BH 4 ). E produzida a partir de 7,8- di-hidrobiopterina e 
NADPH pela di-hidrofolato-redutase (Fig. 26.28), em uma 
reação que pode ser considerada uma reação provedora. 

Cada sub unidade de 452 resíduos do homotetrâmero 
que constitui a PAH contém três domínios, um domínio 
regulatório N-terminal, um domínio catalítico e um domí- 
nio C-terminal de tetramerização. No entanto, o domínio 
catalítico de 325 resíduos sozinho forma dímeros cataliti- 
camente competentes. A estrutura por raios X do domínio 
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catalítico da PAH no seu estado Fe (II) em complexo com 
BH 4 , determinada por Edward Hough, revela que o Fe(II) é 
octaedricamente coordenado com His 285, His 290, Glu 330 
e três moléculas de água, e que o átomo 04 da BH 4 forma 
ligações de hidrogênio com duas dessas moléculas de água 
(Fig. 26.29). 

Na reação da fenilalanina-hidroxilase, a 5,6,7,8-tetra- 
-hidrobiopterina é hidroxilada, produzindo pterina-4a- 
-carbinolamina (Fig. 26.28), a qual é convertida em 
7,8-di-hidrobiopterina (forma quinoide) pela pterina-4a- 
-carbinolamina-desidratase. O quinoide é subsequentemen- 
te reduzido pela enzima di-hidropteridina-redutase, que 
requer NAD(P)H, para regenerar o cofator ativo. Observe 
que, embora a di-hidrofolato-redutase e a di-hidropteridina- 
-redutase produzam o mesmo produto, elas utilizam diferen- 


tes tautômeros do substrato. Apesar disso sugerir que essas 
enzimas possam estar relacionadas evolutivamente, a com- 
paração de suas estruturas por raios X indica que esse não é 
o caso: a di-hidropteridina-redutase assemelha-se a enzimas 
dependentes de flavina e que requerem nicotinamida como 
coenzima, como a glutationa-redutase e a di-hidrolipoil-de- 
sidrogenase (Seção 21.2B). 

b. A fenilalanina-hidroxilase é controlada por fosforilação e 
por interações alostéricas 

A PAH inicia a destoxificação de altas concentrações de fe- 
nilalanina, assim como a síntese de hormônios e neurotrans- 
missores catecolaminérgicos (Seção 26.4B). Ela é ativada 
alostericamente por seu substrato, a fenilalanina, e por fosfo- 
rilação em sua Ser 16 pela proteína-cinase A dependente de 


NAD(P)+ 



NAD(P)H 




H 

I 

N 



H 

N 

s 


H 


6 
N 


H 

H OH 

C — C — OH- 


HO H 
7, 8-Bi-hidrobiop ter ina 

NADPH + H + 
di-hidrofolato-redutase 

NADF + 



H 

N 

8 


H 


5 

N 


7 

6 


H 

H OH 

H ç-ç-ch 3 

H HO H 
5,6,7,8-Tetra-hidrobiopterina (BH 4 ) 


H 





H OH 



HO H 

7,8-Di-hidrobiopterina 
(forma quinoide) 


H 2 0 



o 2 

+ 


H 


H 



Pterina-4a-carbínolamina 



pter ina - 4a- carbinolamina-desi dratas e 
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FIGURA 26.29 O sítio ativo da forma Fe(ll) da fenilalanina- 
-hidroxilase (PAH) em complexo com 5,6,7,8-tetra-hidro- 
biopterina (BH 4 ). O Fe (II) ( esfera cor de laranja ) encontra-se 
coordenado de forma octaédrica ( linhas em cinza ) à His 285, à 
His 290 e ao Glu 330 (C em verde, N em azul e O em vermelho) 
e a três moléculas de água (esferas vermelhas). O átomo 04 
do BH 4 forma ligações de hidrogênio (linhas pretas tracejadas) 
com duas dessas moléculas de água. (Com base em uma es- 
trutura por raios X obtida por Edward Hough, University of 
Troms0, Noruega. PDBid 1 J8U.) 

AMPc (PKA, de protein kinase; Seção 18.3Cb). Seu segundo 
substrato, BH 4 , inibe alostericamente a enzima. 

c. A troca NIH 

Um aspecto inesperado da reação da PAH é que um átomo 
3 H, que começa no C4 do anel fenila da fenilalanina, termi- 
na no C3 desse anel na tirosina (Fig. 26.28, direita ), em vez 
de ser perdido para o solvente na substituição com o grupo 
OH. O mecanismo postulado para explicar essa observação 
é a troca NIH (assim denominada porque foi inicialmente 
caracterizada por químicos do Instituto Nacional da Saúde 
dos Estados Unidos; National Institutes o f Health), que en- 
volve a ativação do oxigênio por cofatores pterina e Fe, para 
formar pterina-4a-carbinolamina e um grupo reativo oxifer- 
ril (Fe [IV] = O 2 "; Fig. 26.30, Etapas 1 e 2), que reage com 
o substrato para formar um epóxido entre a ligação 3,4 do 
anel fenila (Fig. 26.30, Etapa 3). A isso se segue a abertu- 
ra do epóxido, formando um carbocãtion em C3 (Fig. 26.30, 
Etapa 4). A migração do hidreto de C4 para C3 forma um 
carbocãtion mais estável (um íon oxônio; Fig. 26.30, Etapa 
5). A essa migração, segue-se a aromatização do anel para 
formar tirosina (Fig. 26.30, Etapa 6). A tirosina-hidroxilase e 
a triptofano-hidroxilase (Seção 26. 4B) são, ambas, homólo- 
gas à fenilalanina-hidroxilase e utilizam o mesmo mecanismo 
de reação com troca NIH, embora possa não haver um inter- 
mediário epóxido nesses casos. 

A Reação 3 na via de degradação da fenilalanina (Fig. 
26.26) fornece outro exemplo de uma troca NIH. Essa rea- 
ção, catalisada pela p-hidroxifenilpimvato-dioxigenase, uma 
enzima que contém Fe(II), envolve a descarboxilação oxida- 


tiva de um a-cetoácido, além da hidroxilação do anel. Nesse 
caso, a troca NIH envolve a migração de um grupo alquila, 
em vez de um íon hidreto, para formar um carbocãtion mais 
estável (Fig. 26.31). Essa troca, que foi demonstrada por es- 
tudos com marcação usando isótopos (representados por 
diferentes símbolos nas Figs. 26.26 e 26.31), explica a obser- 
vação de que C3 está Ügado a C4 no p-hidroxifenilpinivato, 
mas a C5 no homogentisato. 

d. A alcaptonuria e a fenilcetonuria resultam de defeitos na 
degradação da fenilalanina 

Archibald Garrod percebeu, no início do século XX, que 
doenças genéticas humanas resultavam de deficiências enzi- 
máticas específicas. Foi visto repetidamente como essa com- 
preensão contribuiu para a elucidação de vias metabólicas. 
A primeira dessas doenças a ser reconhecida foi a alcapto- 
nuria, que, conforme observou Garrod, acarreta a excreção 
de grandes quantidades de ácido homogentísico. Essa con- 
dição resulta da deficiência da homogentisato -dioxigenase 
(Fig. 26.26, Reação 4). Os alcaptonúricos não apresentam 
sintomas de doença, além de artrite em idade avançada (em- 
bora a urina desses pacientes escureça de forma alarmante 
devido à rápida oxidação, pelo ar, do ácido homogentísico 
que excretam). 

Indivíduos que sofrem de fenilcetonuria (PKU, de 
phenylketonuria) não são tão afortunados. Deficiência inte- 
lectual grave ocorre dentro de poucos meses após o nasci- 
mento, caso a doença não sej a detectada e tratada imediata- 
mente (ver a seguir). De fato, antigamente (antes do advento 
da triagem de rotina) —1% dos pacientes em instituições 
mentais eram fenilcetonúricos. A PKU é causada pela inca- 
pacidade de hidroxilar a fenilalanina (Fig. 26.26, Reação 1) e 
resulta, portanto, em níveis sanguíneos aumentados de feni- 
lalanina (hiperfenilalaninemia) . O excesso de fenilalanina é 
transaminado em fenilpiruvato 

o 

ch 2 — c— coo - 


F enilpiru vato 

por meio de uma via que, normalmente, é de pouca impor- 
tância. O “vazamento” de fenilpiruvato (uma fenilcetona) na 
urina foi a primeira observação relacionada com a doença 
e deu-lhe o nome, embora tenha sido demonstrado, desde 
então, que é a alta concentração da própria fenilalanina que 
origina a disfunção encefálica. Todos os bebês devem ago- 
ra passar por uma triagem para a PKU poucos dias após o 
nascimento, testando-se a presença de níveis aumentados de 
fenilalanina no sangue.* 

A PKU clássica resulta de uma deficiência na fenilala- 
nina-hidroxilase (PAH). Quando isso foi estabelecido, em 
1947, constituiu-se no primeiro erro inato do metabolismo 
humano a ter a base bioquímica do defeito identificada. 
Desde então, mais de 400 mutações foram identificadas na 
PAH. Uma vez que todas as enzimas da degradação da ti- 


* N. de T.: Este teste faz parte do chamado “teste do pezinho”. 
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FIGURA 23.30 Mecanismo proposto para a troca N1H na reação da fenil alani na-hidro - 
xilase. O mecanismo envolve (1 e 2) a ativação do oxigênio pelos cofatores ligados à en- 
zima, BH 4 e Fe(II), produzindo pterina-4a-carbinolamina e uma espécie reativa oxiferril 
(Fe[IV]=0 2 );(3) a reaçao do Fe(IV)=0 2 com o substrato fenilalanina para formar um 
epóxido entre os carbonos 3 e 4 do anel fenila; (4) abertura do epóxido para formar um 
carbocátion em C3; (5) migração de um hidreto de C4 para C3 para formar um carbocá- 
tion mais estável (um íon oxônio); e (6) aromatização do anel para formar a tirosina. 


rosina são normais nessa doença, o tratamento consiste em 
fornecer ao paciente uma dieta com baixa quantidade de fe- 
nilalanina e monitorar os níveis sanguíneos de fenilalanina, 
para assegurar que permaneçam dentro de limites normais 
durante os primeiros 5 a 10 anos de vida (os efeitos adver- 
sos da hiperfenilalaninemia parecem desaparecer após essa 
idade*). Deficiências da PAH também são responsáveis por 
um outro sintoma comum na PKU: os indivíduos afetados 
apresentam coloração mais clara do cabelo e da pele que 


* N. de T.: Pesquisas sugerem que o controle da ingestão de fenila- 
lanina continue mesmo na vida adulta, especialmente em mulheres, 
em função da chamada “fenilcetonuria materna”. 


seus irmãos. Isso ocorre porque a hidroxilação da tirosina, 
a primeira reação na formação do pigmento escuro da pele, 
a melanina (Seção 26.4B), é inibida por níveis elevados de 
fenilalanina. 

Outras causas da hiperfenilalaninemia têm sido desco- 
bertas desde a introdução de técnicas de triagem em bebês. 
Elas resultam de deficiências nas enzimas que catalisam a 
formação ou a regeneração de 5,6,7,8-tetra-hidrobiopteri- 
na (BH 4 ), o cofator da PAH (Fig. 26.28). Em tais casos, 
deve-se também fornecer aos pacientes L-3,4-di-hidroxi- 
fenilalanina (l-DOPA) e 5-hidroxitriptofano, precursores 
metabólicos dos neurotransmissores noradrenalina e se- 
rotonina, respectivamente, uma vez que a tirosina-hidro- 
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xilase e a triptofano-hidroxilase, enzimas homólogas da 
PAH que produzem essas aminas fisiologicamente ativas, 
também necessitam 5,6,7,8-tetra-hidrobiopterina (Seção 


26.4B). Infelizmente, a simples adição de BH 4 à dieta de 
um indivíduo afetado pela doença não é um tratamento 
efetivo, pois a BH 4 é instável e não pode cruzar a barreira 
hematoencefãlica. 
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4 AMINOÁCIDOS COMO PRECURSORES 
BIOSSINTÉTICOS 

Certos aminoácidos, além de sua função principal como blo- 
cos constitutivos das proteínas , são precursores essenciais de 
uma variedade de biomolêculas importantes, incluindo nu - 
cleotídeos e coenzimas-nucleotídeos, o heme, vários hormô- 
nios e neurotransmissores e a glutationa. Nesta seção, consi- 
deram-se as vias que produzem algumas dessas substâncias. 
Inicia-se a discussão com a biossíntese do heme a partir de 
glicina e succinil-CoA. Serão examinadas então as vias pelas 
quais tirosina, triptofano, glutamato e histidina são converti- 
dos em vários neurotransmissores e serão estudados certos 
aspectos da biossíntese da glutationa e o envolvimento desse 
tripeptídeo no transporte de aminoácidos e em outros pro- 
cessos. Finalmente, será considerado o papel dos derivados 
do folato na transferência biossintética de unidades Q. A 
biossíntese de nucleotídeos e de coenzimas-nucleotídeos é o 
tema do Capítulo 28. 

A. Biossíntese e degradação do heme 

O heme (Fig. 26.32), como foi visto, é um grupo prostético 
que contém Fe e é um componente essencial de muitas pro- 
teínas, particularmente hemoglobina, mioglobina e citocro- 
mos. As reações iniciais para a biossíntese do heme são co- 


migração de 
grupo alquila 



íon oxônio estabilizado 


por ressonância 
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FIGURA 26.31 A troca NIH na reação da p-hidroxifemlpiruvato> 
-dioxigenase. Os átomos de carbono estão marcados, a fim de au- 
xiliar no acompanhamento da migração do grupo que é trocado. 
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FIGURA 26.32 Estrutura do heme. Os átomos C e N do 
heme derivam dos átomos da glicina e do acetato. 
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muns à formação de outros tetrapirróis, incluindo a clorofila 
nas plantas e bactérias (Seção 24.2 A) e a coenzima B 12 nas 
bactérias (Seção 25.2Eb). 

a. As porfirtnas são derivadas de succinil-CoA e glicina 

A elucidação da via de biossíntese do heme envolveu um 
interessante trabalho de detetive. David Shemin e David 
Rittenberg, que estavam entre os primeiros a utilizar traça- 
dores isotópicos na elucidação de vias metabólicas, demons- 
traram, em 1945, que todos os átomos C e N do heme podem 
ser derivados de acetato e glicina. Apenas a glicina, dentre 
os vários metabólitos marcados com l5 N que eles testaram 
(incluindo amónia, glutamato, leucina e prolina), produziu 
hemoglobina cujo heme estava marcado com 1S N em animais 
experimentais aos quais esses metabólitos foram administra- 
dos. Experimentos semelhantes, utilizando acetato marcado 
com 14 C em seus grupos metila ou carboxila ou [ 14 CJglicina, 
demonstraram que 24 dos 34 átomos de carbono do heme 
são derivados do carbono metílico do acetato, 2 do carbo- 
no da carboxila do acetato e 8 do átomo C 0 da glicina (Fig. 
26.32). Nenhum dos átomos do heme é derivado do átomo de 
carbono da carboxila da glicina. 

A Fig. 26.32 indica que os átomos de C do heme deriva- 
dos de grupos metílicos do acetato ocorrem em grupos de 
três átomos ligados. Evidentemente, o acetato é inicialmente 
convertido em algum outro metabólito que apresenta esse 
padrão de marcação. Shemin e Rittenberg postularam que 
esse metabólito seria a succinil-CoA, com base no seguinte 
raciocínio (Fig. 26.33): 

L O acetato é metabolizado via ciclo do ácido cítrico 
(Seção 21. 1B). 

2. Estudos de marcação indicam que o átomo C3 da succi- 
nil-CoA intermediária do ciclo do ácido cítrico é derivado do 
átomo C metílico do acetato, enquanto o átomo C4 origina- 
-se do átomo C carboxílico do acetato. 

3. Após muitas voltas do ciclo do ácido cítrico, Cl e C2 da 
succinil-CoA também são completamente derivados do áto- 
mo de carbono metílico do acetato. 

Será visto que esse padrão de marcação leva, de fato, ao pa- 
drão de marcação do heme. 

Nas mitocôndrias de fungos e de animais, assim como 
em algumas bactérias, a primeira fase da biossíntese do heme 
é uma condensação de succinil-CoA com glicina, seguida 
por descarboxilação, formando ácido S-aminolevulínico 
(ALA), em reação catalisada pela enzima dependente de 
PLP S-aminolevulinato-sintase (ALA-sintase ou ALAS; 
Fig. 26.34). O grupo carboxila perdido na descarboxilação 
(Fig. 26.34, Reação 5) origina-se da glicina, razão pela qual o 
heme não contém marcação oriunda desse grupo. 

b. 0 anel pirrol é o produto de duas moléculas de ALA 

O anel pirrol é formado na próxima fase da via pela união 
de duas moléculas de ALA, produzindo porfobilinogênio 
(PBG). A reação é catalisada pela porfobilinogênio-sin- 
tase (PBGS; também denominada de Õ-aminolevulinato- 
desidratase jALADJ), que, nos fungos e mamíferos, é depen- 
dente de Zn z ' e envolve a formação de base de Schiff de uma 
das moléculas de substrato com um grupo amino da enzima 
(em algumas bactérias e em todas as plantas o Mg 2 ! subs- 


ch 3 — coo' 
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FIGURA 26.33 O destino dos átomos de carbono da suceinil- 
-CoA originários do acetato via delo do áddo cítrico. Átomos 
C marcados com triângulos e quadrados são oriundos, respec- 
tivamente, do grupo metila e da carboxila do acetato. Símbolos 
preenchidos marcam átomos originários do acetato na presente 
volta do ciclo do ácido cítrico, enquanto os símbolos vazados 
marcam átomos originários do acetato em voltas anteriores do 
ciclo do ácido cítrico. Observe que os átomos Cl e 04 da succi- 
nil-CoA acabam misturados, formando o succinato, de simetria 
de ordem dois. 


titui o Zn 2+ ). Um mecanismo possível para essa reação de 
condensação-eliminação envolve a formação de uma segun- 
da base de Schiff entre a base de Schiff ALA-enzima e a se- 
gunda molécula de ALA (Fig. 26.35). Nesse ponto, se forem 
seguidas as marcações do acetato e da glicina na reação da 
PBG-sintase (Fig. 26.35), começa-se a perceber como surge o 
padrão de marcação do heme. 

A estrutura por raios X da PBGS humana em complexo 
covalente com seu produto PBG, determinada por Jonathan 
Cooper, indica que essa enzima é um homo-oetâmero com 
simetria D 4 . Cada subunidade contém 330 resíduos e consiste 
em um barril a/p e uma cauda N-terminal de 39 resíduos que 
envolve um monômero vizinho (relacionado em simetria de 
ordem dois), de modo que a proteína é melhor descrita como 
um tetrâmero de dímeros compactos, organizado de forma 
relativamente frouxa. Como é o caso de quase todas as enzi- 
mas com barris a/p, o sítio ativo da PBGS (Fig. 26.36a) situa- 
-se na boca do barril, na porção C-terminal de suas fitas p. O 
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FIGURA 26.34 O mecanismo de ação da enzima 8-aminolevulinato-smtase (ALAS), dependente de PLP. As etapas da reação 
são (1) transaminação, (2) formação de um carbânion estabilizado pelo PLP, (3) formação da ligação C — C, (4) eliminação da 
Co A, (5) descarboxilação, facilitada pela base de Schiff com PLP e (6) transaminação, produzindo ALA e regenerando a enzima 
ligada ao PLP. 


sítio ativo é coberto por uma alça; comparações com outras 
estruturas de PBGS indicam que essa alça forma uma tampa 
flexível sobre o substrato, um arranjo que é remanescente da 
enzima glicolítica triosefosfato-isomerase (TIM; Fig. 17.11). 
O PBG é ligado covalentemente à Lys 252 e seu grupo amino 
livre forma uma ligação coordenada com o íon Zn 2 r no sítio 
ativo. A Lys 199 parece estar posicionada de forma adequa- 
da para atuar como catalisador acidobãsico geral. 


A inibição da PBG-sintase por Pb 2 ' (um competidor do 
íon Zn 2+ no sítio ativo) é uma das principais manifestações 
do envenenamento por chumbo, que é uma das doenças am- 
bientais mais comuns. De fato, tem sido sugerido que o acú- 
mulo no sangue de ALA, que assemelha-se ao neurotrans- 
missor ácido y-aminobutírico (GABA) (Seção 26, 4B), seja 
responsável pela psicose que com frequência acompanha o 
envenenamento por chumbo. 
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reação envolve (1) formação de base de Schiff, (2) formação de uma segunda 
base de Schiff, (3) formação de um carbânion a em relação à base de Schiff, 
(4) ciclização por uma condensação do tipo aldol, (5) eliminação do grupo 
NH 2 ligado à enzima e (6) tautomerização. 
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c. A PBGS apresenta dois estados quaternários com 
diferentes atividades enzimáticas 
Embora a estrutura por raios X da forma selvagem da PBGS 
humana indique que esta enzima seja um homo-octâmero 
com simetria Z> 4 , a estrutura por raios X de uma forma mu- 
tante rara, a F12L, determinada por Eileen Jaffe, é um homo- 
-hexâmero com simetria D 3 (Fig. 26.36b). Além disso, a F12L 
mutante apresenta atividade muito menor que a forma sel- 
vagem da PBGS, embora o resíduo 12 esteja distante do sítio 
ativo da enzima em ambas as proteínas. Isso aparentemen- 
te ocorre devido a uma alteração conformacional no braço 
N-terminal da PBGS: no octâmero, os braços N-terminais de 
dois monômeros adjacentes enrolam-se nos barris um do ou- 
tro, de modo a formar o chamado dímero abraçado, enquanto 
no hexâmero os braços N-terminais estendem-se para fora do 
núcleo da proteína, formando o chamado dímero despren- 
dido (Fig. 26.36b). Não obstante, os barris a/p dessas duas 
formas oligoméricas são bastante sobreponentes. A diferença 
nas atividades dessas duas formas quaternárias é causada pela 
ligação alostérica de um íon Mg 2 f na interface “abraçada” do 
octâmero, ligação esta ausente no dímero separado. 

Formas oligoméricas alternativas têm sido observadas em 
soluções de PBGS em sua forma selvagem, e o equilíbrio en- 


tre essas formas pode variar mudando-se o pH, a concentração 
de enzima e a concentração de substrato, assim como por meio 
de mutação. Jaffe propôs então que esta mudança estrutural 
quaternária seja um mecanismo alostérico para controlar a ati- 
vidade da enzima. Em contraste, nos modelos simétricos e se- 
quenciais de alosterismo (Seções 10.4B e 10.4C), o estado qua- 
ternário da enzima não muda durante uma transição alostérica. 

As enzimas que controlam suas atividades por meio de 
mudanças em seus estados oligoméricos foram denominadas 
por Jaffe moifeínas (derivado de morfo, forma; com a clássica 
terminação da palavra prot tina). Embora a PBGS tenha sido 
a primeira morfeína conhecida, diversas outras foram identi- 
ficadas desde então (p. ex., ribonucleotídeo-redutase; Seção 
28.3 Ad). De fato, pode ocorrer que morfeínas sejam relati- 
vamente comuns, pois quando uma proteína é purificada as 
frações inativas são geralmente consideradas desnaturadas e 
são, portanto, descartadas, e não caracterizadas. 

d. O anel porfirina é formado por quatro moléculas de PBG 
A fase seguinte da biossíntese do heme é a condensação de 
quatro moléculas de PBG para formar uroporfirinogênio III, 
o núcleo porfirina, em uma série de reações catalisadas pela 

porfobilinogênio-desaminase (também denominada de hi- 
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FIGURA 26.36 Estrutura por raios X da porfobilinogênio-sintase (PBGS) humana, (a) A PBGS em complexo covalente com seu 
produto, o porfobilinogênio (PBG). Um monômero dessa proteína homo-octamérica é visto perpendicularmente ao eixo de seu 
barril a/ (3 e é desenhado em cinza, com as fitas p em ciano e a alça que forma sua tampa flexível (resíduos 201 a 222) em magenta. 

O produto PBG, a Lys 252 à qual o produto está covalentemente ligado e as três cadeias laterais de Cys que ligam o íon Zn' ! ( esfera 
azul ) no sítio ativo são mostrados na forma de bastões, com o C do PBG em cor-de-rosa, C de cadeias laterais em verde, N em azul, 
O em vermelho, S em amarelo e a ligação N — C unindo a Lys 252 ao PBG em dourado. O íon Zn' do sítio ativo está ligado ( linhas 
pretas) pelos átomos de S da Cys 122, da Cys 124 e da Cys 132 e pelo grupo amino do PBG. A Lys 199, que situa-se diretamente por 
trás da Lys 252 nesta vista, parece estar adequadamente posicionada para atuar como um catalisador acidobásico. (Com base em 
estrutura por raios X obtida por Jonathan Cooper, Universidade de Southampton, Reino Unido. PDBid 1E51.) (b) Alterações na 
estrutura quaternária entre o estado hexamérico de baixa atividade da enzima mutante F12L da PBGS humana (azul) e o estado oc- 
tamérico de alta atividade da forma nativa da enzima (vermelho). No painel superior, as proteínas são vistas ao longo de seus eixos 
de simetria de ordem 3 e 4, com as subunidades mais próximas do observador em cores mais escuras. No painel inferior, os desenhos 
mais externos são vistos ao longo de seus eixos de simetria dupla, com um dímero desenhado em forma de fitas e os demais na forma 
de volume atômico. Os desenhos internos mostram apenas os dímeros em que acredita-se que os oligômeros se dissociem antes de se 
reunirem em um estado quartemário alternativo. (Cortesia de Sarah Lawrence e Eileen Jaffe, The Fox Chase Câncer Center, Fila- 
délfia, Pensilvânia, EUA. A estrutura por raios X da mutante F12L foi determinada por Eileen Jaffe. PDBid 1PV8.) 
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FIGURA 26,37 Á síntese de uroporfirinogênio T1I a partir de 
PBG, catalisada pelas enzimas porfobilinogênio-desaminase e uro- 
porfirinogênio III-sintase. (la) Eliminação de NH 3 por catálise bá- 
sica geral, formando um intermediário metileno pirrolineno. (lb) 
Adição do cofator dipirrometano, covalentemente ligado à enzima, 
ao intermediário metileno-pirrolineno, formando um aduto cova- 
lente. (2-4) Adições sequenciais de um segundo, terceiro e quarto 
PBG, por meio de sucessivas eliminações de NH 3 do PBG, forman- 
do metileno-pirrolineno, como na Reação la, seguindo-se a adição 
de um átomo de carbono de um anel pirrol da cadeia em cresci- 
mento, como na Reação lb. (5) Hidrólise do metilbilano ligado à 
enzima, produzindo hidroximetilbilano e regenerando o complexo 
enzima livre com dipirrometano. (6) Síntese de uroporfirino gênio 
III via um intermediário espiro pelas enzimas porfobilinogênio-de- 
saminase e uroporfirinogênio III-sintase. (7) Ciclização espontânea 
do hidroximetilbilano na ausência de uroporfirinogênio III-sintase. 
A e P representam grupos acetila e propionila. 
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droximetilbilano-sintase ou uroporfirinogênio -sintase) e uro- 
porfirinogênio m-sintase. A reação (Fig. 26.37) começa com 
o deslocamento pela enzima do grupo amino do PBG para 
formar um aduto covalente. Uma segunda, terceira e quarta 
moléculas de PBG são então adicionadas sequencialmente, 
por meio do deslocamento do grupo amino primário em uma 
das moléculas de PBG por um átomo de carbono do anel 
pirrol do próximo PBG a reagir, produzindo um tetrapirrol 
linear que é hidrolisado e liberado da enzima como hidro- 
ximetilbilano (também denominado preuroporfirinogênio). 


e. A porfobilinogênio-desaminase possui um cofator 
dipirrometano 

Peter Schoolingin-Jordan e Alan Battersby mostraram, inde- 
pendentemente, que a porfobilinogênio-desaminase contém 
um cofator dipirrometano singular (dois pirróis unidos por 
uma ponte metileno; anéis C : e C 2 na Fig. 26.37), que está liga- 
do de forma covalente à enzima por uma ponte C-S com um 
resíduo de Cys da enzima. Assim, o complexo metilbilano-en- 
zima contém de fato um hexapirrol linear. A etapa subsequen- 
te na reação, também catalisado pela porfobilinogênio-desa- 
minase (Etapa 5 na Fig. 26.37), é a hidrólise da ligação que 
une a segunda e a terceira unidade pirrol do hexapirrol para 
produzir hidroximetilbilano e o cofator dipirrometano. Esse 
cofator ainda está unido à enzima, que está pronta, portanto, 
para catalisar um novo ciclo de síntese de hidroximetilbilano. 

Como é construído o cofator dipirrometano? Shoolingin- 
Jordan demonstrou que a porfobilinogênio-desaminase sin- 
tetiza seu próprio cofator a partir de duas unidades de PBG, 
utilizando, aparentemente, a mesma maquinaria catalítica 
com a qual sintetiza metilbilano. A Cys da enzima, entretan- 
to, reage muito mais rapidamente com um hidroximetilbila- 
no pré-sintetizado para formar o intermediário da reação (o 
produto do Etapa 2 na Fig. 26.37) que continua a adicionar 
mais duas unidades de PBG. Quando o hidroximetilbilano é 
Überado, a enzima retém seu cofator dipirrometano. 

A estrutura por raios X da porfobilinogênio-desaminase 
humana (cuja sequência é > 45% idêntica à da enzima de 
E. coli ), em complexo covalente com seu cofator dipirrome- 
tano, indica que essa proteína monomérica de 364 resíduos 
dobra-se formando três domínios de tamanhos aproximada- 
mente iguais (Fig. 26.38). O cofator dipirrometano situa-se 
em uma fenda profunda entre os domínios 1 e 2, de forma tal 
que ainda há um considerável espaço desocupado na fenda. 
Embora a enzima adicione sequencialmente quatro resíduos 
PBG ao cofator, ela possui apenas um sítio catalítico. 

Se a enzima possui apenas um sítio catalítico, como é que 
ela faz a reposição da cadeia polipirrol após cada ciclo cata- 
lítico para que possa aumentar a cadeia? Uma possibilidade 
é que a cadeia polipirrol preencha a cavidade próxima ao 
cofator. Esse modelo fornece uma explicação estérica sim- 
ples para o fato do comprimento da cadeia polipirrol estar 
limitado a seis resíduos (os quatro últimos são hidrolisados 
pela enzima, gerando o produto hidroximetilbilano e regene- 
rando o cofator dipirrometano). 


f. A biossíntese de protoporfirína IX necessita de quatro 
reações adicionais 

A ciclização do produto hidroximetilbilano necessita da uro- 
porfirínogênio III-sintase (Fig. 26.37). Na ausência dessa 
enzima, o hidroximetilbilano é liberado da sintase e rapida- 



FIGURA 26.38 Estrutura por raios X da porfobilmogênio- 
-desaminase humana em complexo covalente com seu cofator 
dipirrometano. A proteína é mostrada na forma de fitas, com o 
domínio 1 (resíduos 1 a 1 16 e 216 a 239) em magenta, o domínio 2 
(resíduos 117-215) em ciano e o domínio 3 (resíduos 240 a 364) em 
cor de laranja. O cofator dipirrometano e a cadeia lateral da Cys à 
qual ele está covalentemente ligado são desenhadas na forma de 
bastões, com C em verde, N em azul, O em vermelho e S em ama- 
relo. (Com base em uma estrutura por raios X obtida por Zhi-Iie 
Liu, Instituto de Biofísica de Pequim, China, PDBid 3ECR. ) 


mente cicliza não enzimaticamente, formando o uroporfiri- 
nogênio I, simétrico. O heme, entretanto, é uma molécula 
assimétrica; a metila substituinte do anel pirrol D apresenta 
um posicionamento invertido em relação àquelas dos anéis 
A, B e C (Fig. 26.32). Battersby demonstrou que essa rever- 
são do anel, para produzir uroporfirinogênio III, ocorre pela 
ligação dos metilenos dos anéis A e C ao mesmo carbono do 
anel D, de modo a formar um composto espiro (um compos- 
to bicíclico com um átomo de carbono comum a ambos os 
anéis; Fig. 26.37). 

A biossíntese do heme ocorre em parte na mitocôndria e 
em parte no citosol (Fig. 26.39). O ALA é sintetizado na mi- 
tocôndria e transportado para o citosol, para ser convertido 
em PBG e a seguir em uroporfirinogênio III. A protoporfiri- 
na IX, à qual o Fe é adicionado para formar o heme, é produ- 
zida a partir de uroporfirinogênio III em uma série de reações 
catalisadas pela (1) uroporfirinogênio-descarboxilase, que 
descarboxila todas as quatro cadeias laterais acetato (A) para 
formar grupos metila (M); (2) coproporfírinogênio-oxidase, 
que descarboxila oxidativamente duas das cadeias laterais 
propionato (P), gerando grupos vinila (V); e (3) protoporfi- 
rinogênio-oxidase, que oxida os grupos metileno ligando os 
anéis pirrol, produzindo grupos metenil. Ao todo, seis grupos 
carboxila, originalmente do acetato marcado na carboxila, 
são perdidos como C0 2 . Os únicos átomos remanescentes de 
carboxilas do acetato marcadas são os grupos carboxila das 
duas cadeias laterais propionato (P) do heme. Durante a rea- 
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FIGURA 26 39 A via geral de biossíntese do heme. O ácido ô-aminoievulínico (ALA) é sintetizado na mitocôndria pela ALA- 
-sintase. O ALA (à esquerda) deixa a mitocôndria e é convertido em PBG, sendo que quatro moléculas desse composto condensam 
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porfirinogênio IX, cuja formação é acompanhada por seu transporte de volta à mitocôndria. Após a oxidação dos grupos metileno 
que unem os pirróis, produzindo protoporfirina IX, a ferroquelatase catalisa a inserção de Fe 2 , produzindo o heme. A, P, M e Y 
representam, respectivamente, grupos acetila, propionila, metila e vinila ( — CH 2 =CH 2 ). Átomos C oriundos do grupo carboxila do 
acetato estão representados em vermelho. 
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ção da coproporfirinogênio-oxidase, o macrociclo é transpor- 
tado de volta para a mitocôndria para as reações finais da via. 

g. A ferroquelatase catalisa a Inserção de Fe(ll) na 
protoporfírina IX para formar o heme 
A protoporfírina IX é convertida em heme pela inserção de 
Fe(II) no núcleo tetrapirrol pela ferroquelatase, uma proteína 
que está associada à membrana mitocondrial interna, no lado 
da matriz. A estrutura por raios X da ferroquelatase humana, 
em complexo com seu produto heme (Fig. 26.40), determinada 
por Harry Dailey e William Lanzilotta, revela que as subuni- 
dades de 369 resíduos dessa proteína homodimérica são cons- 
tituídas de dois domínios estruturalmente semelhantes e de 
uma extensão C-terminal que ocorre apenas em ferroquelata- 
ses de animais (Fig. 26.40). Essa extensão C-terminal participa 
na formação de ligações de hidrogênio entre os monômeros; 
ferroquelatases de bactérias, que não apresentam essa exten- 
são, são monoméricas, embora sejam, no restante de suas ca- 
racterísticas, estruturalmente semelhantes à enzima humana, 
mesmo apresentando apenas —10% de identidade em suas 
sequências. Além disso, a extensão C-terminal está ligada ao 
domínio N-terminal por um centro [2Fe-2S] incomum, coor- 



FIGURA 26.40 Estrutura por raios X da ferroquelatase hu- 
mana, em complexo com seu produto heme. Uma subunidade 
dessa proteína homodimérica está desenhada na forma de fitas, 
colorida na ordem do arco-íris a partir da porção N-terminal 
(azul) até a porção C-terminal (em vermelho ), mas com sua 
hélice tt conservada (resíduos 340-360) em magenta. O heme 
ligado e o centro [2Fe-2S] são mostrados na forma de volume 
atômico, com C em verde, N em azul, O em vermelho, S em 
amarelo e Fe em cor de laranja. A cadeia lateral da His 263, 
essencial para a catálise, está desenhada na forma de bastões, 
com C em ciano e N em azul. (Com base em uma estrutura por 
raios X obtida por Harry Dailey e William Lanzilotta, Universi- 
dade da Geórgia, EUA. PDBid 2QD3.) 


denado ao C196 do domínio N-terminal e C403, C406 e C411 
da extensão C-terminal. A função desse centro [2Fe-2S], que 
está distante do sítio ativo, não está esclarecida, embora pare- 
ça provável que tenha apenas uma função estrutural. Ainda 
assim, três mutações, C406Y, C406S e C411G, que inativam a 
enzima e assim causam uma rara doença herdada, a protopor- 
fírla eritropoiética (ver a seguir), demonstram a importância 
do centro [2Fe-2S] para a atividade da enzima. 

O sítio ativo da ferroquelatase (Fig. 26.40) consiste em 
dois lábios hidrofóbicos que, conforme proposto, partici- 
pam da associação da enzima com a membrana mitocondrial 
interna. A reação da ferroquelatase segue um mecanismo 
ordenado, no qual o Fe (II) liga-se à enzima antes da porfi- 
rina. A reação requer que os dois prótons NH pirrólicos se- 
jam removidos da porfirina antes da ligação do Fe(II) (Fig. 

26.39) . O resíduo H263 é invariável e parece posicionado de 
forma adequada para abstrair esses prótons da porfirina (Fig. 

26.40) , uma hipótese apoiada por estudos de mutagênese. 
Estudos estruturais e espectroscópicos indicam que a reação 
de metalização seja acompanhada pelo dobramento em —12° 
levando a uma conformação não planar. A liberação do pro- 
duto é então faciütada pelo desdobramento parcial de uma 
hélice -ir estruturalmente conservada (Fig. 26.40; hélices ir 
são discutidas na Seção 8.1Bb). 

h. A biossíntese do heme é regulada diferentemente em 
células eritroides e hepáticas 

Os dois principais sítios de biossíntese do heme são as cé- 
lulas eritroides, que sintetizam —85% dos grupos heme no 
organismo, e o fígado, que sintetiza —80% dos grupos res- 
tantes. Uma função importante do heme no fígado é como 
grupos prostéticos dos dtocromos P450, uma família de enzi- 
mas oxidativas envolvidas na destoxificação (Seção 15.4Bc), 
cujos membros são necessários durante toda a vida de uma 
célula hepática em quantidades variáveis de acordo com as 
condições do organismo. Em contraste, as células eritroides, 
nas quais o heme é, naturalmente, um componente da he- 
moglobina, trabalham na síntese do heme apenas durante a 
diferenciação, quando sintetizam hemoglobina em grandes 
quantidades. Essa é uma síntese que ocorre apenas uma vez; 
o heme deve durar durante toda a vida do eritrócito (nor- 
malmente 120 dias), uma vez que a síntese do heme e da he- 
moglobina cessam com a maturação do eritrócito (a síntese 
proteica cessa com a perda do núcleo e dos ribossomos). As 
diferentes formas pelas quais a biossíntese do heme é regula- 
da no fígado e nas células eritroides refletem essas diferentes 
demandas: no fígado, a biossíntese do heme deve ser, de fato, 
“controlada” , enquanto nas células eritroides o processo as- 
semelha-se mais ao rompimento de uma represa. 

No fígado, o principal alvo para o controle da biossíntese 
do heme é a ALA-sintase, a enzima que catalisa a primeira 
etapa comprometida com a via. O heme ou o produto de sua 
oxidação a Fe(III), hemina, controlam a atividade dessa enzi- 
ma por meio de três mecanismos diferentes: (1) inibição por 
retroalimentação; (2) inibição do transporte da ALA-sintase 
(ALAS) de seu sítio de síntese no citosol para seu sítio de 
ação na mitocôndria (Fig. 26.39) e (3) repressão da síntese da 
ALAS. 

Em células eritroides, o heme exerce um efeito bastante 
diferente em sua própria biossíntese. O heme induz, em vez de 
reprimir, a síntese proteica em reticulócitos (eritrócitos ima- 
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turos). Embora a grande maioria da proteína sintetizada nos 
reticulócitos seja a globina, o heme pode também induzir essas 
células a sintetizarem as enzimas da via de biossíntese do heme, 
Além disso, a etapa determinante da velocidade de biossíntese 
do heme em células eritroides pode não ser a reação da ALA- 
-sintase, que, nos reticulócitos de mamíferos, é catalisada por 
uma isozima diferente (ALAS-2), e não pela ALA-sintase que 
é expressa nas demais células (ALAS-1). Experimentos em vá- 
rios sistemas de células eritroides em diferenciação implicam 
a ferroquelatase e a porfobilinogênio-desaminase no controle 
da biossíntese do heme nessas células. Também há indicações 
de que a captação celular de ferro possa ser limitante para a 
velocidade. O ferro é transportado no plasma complexado com 
a proteína transportadora de ferro, transfemna. A velocidade 
com que o complexo ferro-transferrina entra na maioria das cé- 
lulas, incluindo aquelas do fígado, é controlada por endocitose 
mediada por receptor (Seção 12.5Bc). Entretanto, complexos 
contendo ferro solúveis em lipídeos, que difundem diretamente 
para dentro dos reticulócitos, estimulam a biossíntese do heme 
in vitro. A existência de diversos pontos de controle apóia a 
suposição de que, quando é acionada a biossíntese do heme nas 
células eritroides, todas as etapas funcionam em suas velocida- 
des máximas, ao invés de uma estar limitando o fluxo de me- 
tabólitos pela via. A síntese de globina estimulada pelo heme 
também assegura que heme e globina sejam sintetizados na 
proporção correta para serem reunidos na formação da hemo- 
globina (Seção 32.4Aa). 

I. As porfirias apresentam sintomas bizarros 
São conhecidos diversos conjuntos de defeitos genéticos 
na biossíntese do heme, no fígado ou nas células eritroides. 
Todos envolvem o acúmulo de porfirina e/ou seus precursores 
e são, por isso, conhecidos como porfirias (do grego: porfiria, 
púrpura). Sabe-se que dois desses defeitos afetam as células 
eritroides: deficiência da uroporfirinogênio III-sintase (por- 
firia eritropoiética congênita) e deficiência da ferroquelatase 
(protopoifiria eritropoiética) . A primeira dessas deficiências 
resulta no acúmulo de uroporfirinogênio I e de seu produto 
de descarboxilação, coproporfirinogênio I. A excreção desses 
compostos dá cor vermelha à urina, sua deposição nos dentes 
os deixa de um marrom-avermelhado fluorescente e seu acú- 
mulo na pele a torna extremamente fotossensível, de modo 
que surgem ulcerações e cicatrizes desfigurantes. Aumento no 
crescimento de pelos também é observado em indivíduos afe- 
tados, de modo que pelos finos podem cobrir a maior parte da 
face e extremidades. Esses sintomas levaram a especulações 
de que a lenda do lobisomem teria uma base bioquímica. 

A porfiria mais comum entre aquelas que afetam princi- 
palmente o fígado é a deficiência da porfobilinogênio-desa- 
minase (porfiria intermitente aguda). Essa doença caracteri- 
za-se por ataques intermitentes de dor abdominal e disfunção 
neurológica, frequentemente desencadeados por infecção, 
jejum, certas drogas, álcool, esteroides e outras substâncias 
químicas, todas situações capazes de induzir a expressão de 
ALAS-1. Quantidades excessivas de ALA e PBG são ex- 
cretadas na urina durante e após tais ataques. A urina pode 
tornar-se vermelha como resultado da excreção de excesso 
de porfirinas sintetizadas a partir do PBG em células não he- 
páticas, embora a pele não se torne notavelmente fotossensí- 
vel. O Rei George III, que governou a Inglaterra durante a 
Revolução Americana e que tem sido amplamente retratado 


como louco, na verdade apresentava ataques característicos 
de porfiria intermitente aguda, tendo sido relatado que sua 
urina tinha a cor do vinho do porto, e diversos de seus descen- 
dentes foram diagnosticados como tendo essa doença. A his- 
tória dos Estados Unidos poderia ter sido bastante diferente 
caso George III não tivesse herdado esse defeito metabólico. 

j. O heme é degradado a pigmentos biliares 

No final de sua vida, as hemáceas são removidas da circulação 
e seus componentes são degradados. O catabolismo do heme 
(Fig. 26.41) começa com a clivagem oxidativa da porfirina en- 
tre os anéis A e B pela hemeoxigenase, para formar biliver- 
dina, um tetrapirrol linear verde. A ponte metenil central da 
biliverdina (entre os anéis C e D) é então reduzida, formando 
o composto cor de laranja-avermelhado bilirrubina. A mu- 
dança nas cores dos hematomas à medida que o tecido se res- 
tabelece é uma manifestação visível da degradação do heme. 

A bilirrubina é altamente lipofílica e, portanto, insolúvel 
em solução aquosa. Assim como outros metabólitos lipofíli- 
cos, como por exemplo ácidos graxos livres, ela é transporta- 
da no sangue em complexo com albumina sérica. No fígado, 
sua solubilidade em água é aumentada pela esterificação de 
seus dois grupos laterais propionato com ácido glicurônico, 
produzindo bilirrubina digiicuronato, que é secretada na 
bile. Enzimas bacterianas no intestino grosso hidrolisam os 
grupos ácidos glicuronato e, em um processo de múltiplas 
etapas, convertem a bilirrubina em diversos produtos, prin- 
cipalmente no urobilinogênio. Parte do urobilinogênio é re- 
absorvida e transportada via corrente sanguínea para os rins, 
onde é convertida no composto amarelo urobilina, que é ex- 
cretado, dando à urina sua cor característica. A maior parte 
do urobilinogênio, entretanto, é convertida pelos microrga- 
nismos em estercobilina, um composto marrom-avermelha- 
do escuro, o principal pigmento das fezes. 

Quando o sangue contém quantidades excessivas de bi- 
lirrubina, a deposição dessa substância altamente insolúvel 
colore a pele e a esclera dos olhos de amarelo. Essa condi- 
ção, denominada icterícia, sinaliza uma taxa excepcional- 
mente alta de destruição de eritrócitos, disfunção hepática 
ou obstrução dos duetos biliares. Bebês recém-nascidos, es- 
pecialmente quando prematuros, com frequência tornam-se 
ictéricos, pois seus fígados não produzem bilirrubina UDP- 
-glicuronosiltransferase em quantidade suficiente para gli- 
curonizar a bilirrubina que chega ao fígado. Bebês ictéricos 
são tratados com banhos de luz usando uma lâmpada fluores- 
cente; isso converte fotoquimicamente a bilirrubina em um 
isômero mais solúvel, que o bebê pode degradar e excretar. 

k. A reduzida afinidade da hemoglobina por CO previne a 
asfixia 

Na reação que forma a biliverdina, o carbono da ponte me- 
tenil entre os anéis porfirina A e B é liberado como CO (Fig. 
26.41, parte superior ), o qual, como visto, liga-se firmemente 
no núcleo heme (apresenta afinidade 200 vezes maior que 
o 0 2 pela hemoglobina e pela mioglobina; Seção 10.1 A). 
Consequentemente, —1% dos sítios de ligação do O, na he- 
moglobina estão bloqueados pelo CO, mesmo na ausência 
de poluição do ar. O heme livre em solução, porém, liga CO 
com uma afinidade 20.000 vezes maior que sua afinidade por 
O,. Desse modo, a porção globina (proteína) da hemoglo- 
bina (assim como no caso da mioglobina) de alguma forma 
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FIGURA 26.41 A via de degradação do heme. M, V, P e E representam, respectivamente, grupos me tila, vinila, propionila e etila. 


diminui a afinidade de seu grupo heme ligado por CO, tor- 
nando possível o transporte de 0 2 . Como a globina faz isso? 

As primeiras estruturas por raios X da carboximioglobina 
(mioglobina ligada ao CO) obtidas indicavam que o CO liga- 
do estava inclinado de forma não perpendicular em relação ao 
plano do heme, entre 40° a 46° (o ângulo da ligação Fe — C — O 
parecia ser de 120° a 140°), aproximadamente o mesmo ângulo 
com o qual o 0 2 se liga ao heme (Fig. 10.12). Contudo, em com- 
plexos do CO com porfirinas na ausência da proteína, o CO 
encontra-se perpendicular em relação ao plano do heme. Isso 
sugere que a globina (tanto na mioglobina quanto na hemo- 


globina) desloca estericamente o CO ligado de forma que ele 
não possa mais adotar sua geometria linear preferida, reduzin- 
do a afinidade por CO e permitindo que o CO seja lentamen- 
te exalado. No entanto, várias investigações espectroscópicas, 
juntamente com estruturas por raios X altamente precisas da 
carboximioglobina, revelaram que o CO está, de fato, inclinado 
em relação a uma linha perpendicular ao plano do heme por 
—7°, uma distorção que é muito pequena para explicar a redu- 
zida afinidade da mioglobina por CO, Naturalmente, essa afi- 
nidade reduzida poderia também ser explicada por distorções 
que o ligante CO na posição perpendicular impingiria à globi- 
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na, possivelmente via sua His distai (E7, o resíduo de His que 
forma ligações de hidrogênio com o 0 2 ligado; Seção 10.2À). 
Entretanto, estudos da energética da ligação do CO e do 0 2 a 
mioglobinas nas quais His E7 foi substituída (por mutação) por 
resíduos não polares de tamanho semelhante (p. ex., Leu) indi- 
cam que esse não é o principal determinante das mudanças na 
afinidade pelos ligantes. Mais propriamente, foi demonstrado 
que a redução na afinidade da mioglobina por CO em relação 
àquela por 0 2 surge da maior afinidade que a His E7 tem para 
estabelecer ligações de hidrogênio com o 0 2 em relação ao CO, 
j untamente com efeitos eletrostáticos devidos às diferentes dis- 
tribuições de carga nos ligantes 0 2 e CO. 

I. A cloroquina previne a malária por inibir o sequestro do 
heme no Plasmodium 

A malária é causada pelo parasito Plasmodium falciparum, 
transmitido por um mosquito (Seção 7.3Ab), que se multi- 
plica dentro das hemáceas e as destrói em um ciclo que dura 
dois dias. Durantes os estágios intraeritrocíticos de seu ciclo 
de vida, o parasito satisfaz parcialmente suas necessidades 
energéticas pela proteólise de até —80% da hemoglobina das 
células do hospedeiro, dentro do chamado vacúolo digestivo 
ácido, cujo pH é 4,7. Esse processo libera heme, o qual, em 
sua forma solúvel, é tóxico para o parasito, pois danifica as 
membranas celulares e inibe diversas enzimas. Uma vez que, 
diferentemente de seu hospedeiro humano, o Plasmodium 
não pode degradar o heme, ele o sequestra dentro de seus 
vacúolos digestivos, na forma de grânulos marrom-escuros 
inofensivos, conhecidos como hemozoína, os quais consistem 
em cristais de heme dimerizados, unidos por ligações recí- 
procas ferro-carboxilato entre os íons férrico e as cadeias la- 
terais propionato de moléculas adjacentes. Descobriu-se que 
a hemozoína é idêntica à p-hematina, 



cuja estrutura por raios X já foi determinada. Os dímeros in- 
teragem no cristal por meio de ligações de hidrogênio entre 
os grupos carboxila remanescentes. 

Cloroquina, 



NH — CH — CII 2 — CH 2 — CH 2 — N(C 2 H 5 ) 2 

ch 3 

Cloroquina 



Quinina 


um membro da família de fãrmacos que contêm um anel 
quinolina e que são utilizados contra a malária, entre os 
quais está o quinino, é um dos agentes antimicrobianos mais 
bem-sucedidos que foram produzidos. Ele é eficaz contra o 
Plasmodium apenas durante seus estágios intraeritrocíticos. 
Esse fármaco, sendo uma base fraca que pode facilmente 
atravessar membranas em sua forma desprovida de carga 
elétrica, acumula-se no vacúolo digestivo ácido do plasmó- 
dio em sua forma ácida (carregada) , em concentrações mili- 
molares. A cloroquina, assim como diversos outros agentes 
antimaláricos que contêm o anel quinolina, inibe a cristali- 
zação dos hemes para formar hemozoína. Essa inibição in 
vivo é, quase certamente, responsável pelas propriedades 
antimaláricas desses fármacos. O mecanismo da inibição 
ainda não foi esclarecido, embora uma hipótese plausível 
seja que o fármaco seja adsorvido sobre a hemozoína crista- 
lizada, inibindo cristalizações posteriores. 

O uso maciço de cloroquina levou, infelizmente, ao 
aparecimento de Plasmodium resistente à cloroquina em 
quase todas as regiões onde ocorre a malária no mundo. O 
Plasmodium resistente não concentra cloroquina em seu va- 
cúolo digestivo nos altos níveis observados no Plasmodium 
sensível a esse medicamento. Em vez disso, ele exporta o fár- 
maco de seu vacúolo digestivo a uma taxa —50 vezes maior 
em relação aos organismos sensíveis. Uma vez que a ativi- 
dade da cloroquina e a resistência à cloroquina apresentam 
diferentes mecanismos, tem sido possível modificar estrutu- 
ras que contêm quinolina j á existentes e desenvolver novos 
inibidores da cristalização de hemozoína que são agentes 
antimaláricos eficazes, mas aos quais o Plasmodium não é 
(ainda) resistente. 

B. Biossíntese de amínas fisiologicamente ativas 

Adrenalina, noradrenalina, dopamina, serotonina (5-hidro- 
xitriptamina ), ácido y-aminobutírico (GABA) ehistamina 
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X = OH, R = CHg Adrenalina 
X = OH, R = H Noradrenalina 

X = H, R = H Dopamina 



Serotonina 

(5-hidroxitriptamina) 


OOC — CH 2 — CH 2 — CH 2 — NH 3 

Acido Y*&minobutírico (GABA) 



são hormônios e/ou neurotransmissores derivados de aminoá- 
cidos. Por exemplo, a adrenalina, como visto anteriormente, 
ativa a adenilato-ciclase muscular, assim estimulando a de- 
gradação do glicogênio (Seção 18.3E); a deficiência na pro- 
dução de dopamina está associada à doença de Parkinson, 
uma doença degenerativa que causa uma “paralisia trêmu- 
la”; a serotonina determina contração do músculo liso; o 
GABA é um dos principais neurotransmissores inibitórios 
do encéfalo (Seção 20.5Cf), sendo liberado em 30% de suas 
sinapses; e a histamina está envolvida nas respostas alérgicas 
(como indivíduos alérgicos que usam anti-histamínicos po- 
dem perceber), assim como no controle da secreção de ácido 
pelo estômago (Seção 20.3C). 

A biossíntese de cada uma dessas aminas fisiologicamen- 
te ativas envolve a descarboxilação do aminoácido precursor 
correspondente. Aminoácido-descarboxilases são enzimas 
dependentes de PLP, que formam uma base de Schiff entre o 


PLP e o substrato de modo a estabilizar o carbânion C a for- 
mado com a clivagem da ligação C a — COO (Seção 26.1Aa): 



A formação de histamina e a formação de GABA são 
processos de uma única etapa (Fig. 26.42). Na síntese da se- 
rotonina a partir de triptofano, a descarboxilação é precedi- 
da por uma hidroxilação (Fig. 26.43) pela triptofano-hidro- 
xilase, uma das três enzimas de mamíferos que apresenta 
5,6,7,8-tetraidrobiopterina como cofator (Seção 26.3Ha). 
Essa hidroxilação envolve uma troca NIH, semelhante àque- 
la que acontece na reação da fenilalanina-hidroxilase (Fig. 
26.30), embora nesse caso não se tenha observado um inter- 
mediário epóxido. Dopamina, noradrenalina e adrenalina 
são todas denominadas catecolaminas, pois são aminas de- 
rivadas do catecol: 


OH 



Catecol 


A conversão de tirosina nas várias catecolaminas ocorre 
como segue (Fig. 26.44): 

1. A tirosina é hidroxilada, dando 3,4-di-hidroxifenilala- 
nina (l-DOPA) pela tirosina-hidroxilase, outra enzima que 
requer 5,6,7 ,8-tetra-hidrobiopterina. 

2. O l-DOPA é descarboxilado, dando dopamina. 

3. Uma segunda hidroxilação produz noradrenalina. 


H 

I 

ooc — ch 2 — ch 2 — c — coo" 


co. 


1 


"OOC— CHo — CR, — CH 


I 

NH 


+ 


glutamato-descarboxilase 
(dependente de PLP) 


2 — NHg 


Glutamato 


Ácido Y-aminobutírico 
(GABA) 




C0 2 


c— COO“ * - 

I + histidina-descarboxilase 
^*3 (dependente de PLP) 



Histidina Histamina 

FIGURA 26.42 A formação de áddo 7 -aminobutírico (GABA) e de histamina. As reações envolvem a descarboxilação do gluta- 
mato, para formar o G ABA, e da histidina, para formar a histamina. 
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FIGURA 26.43 A formação da 
serotonina. A biossíntese envol- 
ve a hidroxilação e subsequente 
descarboxilação do triptofano. 



CH. 


H 

c— COO 


triptofano-hidroxilase 


NH 


+ 


Tetra-hidrobiopterina 


Pterina-4a- 

-carbinolamina 



H 

! 

CHn — C — COCT 
NH 3 + 


Triptofano 



+ 

o 2 


5 “Hi droxitriptof ano 


descarboxilase dos 
aminoácidos aromáticos 
(dependente de PLP) 






Serotonina 


Tirosina 


Tiro sina-hidr oxil as e 


Tetra-hidrobiopterina + 0 :; 


Pte rina- 4a-ca rbinol amina 


HO 


HO 



H 

I 

CHn— C — COO 

i . 

NHÍ 


Melanina 


Di-hidroxifenilalanina 

(l-DOPA) 


Descarboxilase dos 
aminoácidos aromáticos 


CO. 



4. A metilação do grupo amino da noradrenalina pela 
S-adenosilmetionina (SAM; Seção 26.3Ea) produz adrenalina. 

A catecolamina específica produzida por determinada 
célula depende das enzimas dessa via que estejam presentes. 
Na medula suprarrenal, que funciona produzindo hormônios 
(Seção 19. 1F), a adrenalina é o produto predominante. Em 
algumas áreas do encéfalo, a noradrenalina é mais comum. 
Em outras áreas, especialmente na substância negra, a via 
para ao chegar a dopamina. De fato, a doença de Parkinson, 
que é causada pela degeneração da substância nigra, tem sido 
tratada com algum sucesso pela administração de l-DOPA, 
precursora imediata da dopamina. A administração da pró- 
pria dopamina não tem efeito, pois ela não pode cruzar a bar- 
reira hematoencefálica. A l-DOPA, no entanto, é capaz de 
chegar a seus sítios de ação, onde é desearboxilada, produ- 
zindo dopamina. A enzima que catalisa essa reação, descar- 
boxilase de aminoácidos aromáticos, descarboxila todos os 
aminoácidos aromáticos e é, portanto, responsável também 
pela síntese da serotonina. A l-DOPA também é precursora 
do pigmento escuro da pele, a melanina. 


Dopamina 


Dopamina- 

P-hidroxilase 


0 2 + Ascorbato 

H 2 0 + Desidroascorbato 


HO 



F eni letanol amina - 
-N -m etiltr ansf er as e 


OH 

c— ch 2 -=-nhJ 

H 

Noradrenalina 

S-Adenosilmetionina 


S- Adenosil -homo cis teí na 



C. Giutationa 

A giutationa (GSH; 7 -glutamücisteiiiilglicina), 


SH 

H O H 2 C O 

HoN — C— Ona— CHn— C— N — C— C— NH— CH 2 — COO 
3 | 2 2 H | 2 

COO - H 


Giutationa 

(GSH; 7 -glutamilcisteiniIglicina) 


um tripeptídeo que contém uma ligação "y-amida incomum, 
participa de vários processos metabólicos, de destoxificação 
e de transporte (Fig. 26.45). Por exemplo, esse composto é 
substrato para reações de peroxidases, ajudando a destruir 
peróxidos gerados por oxidases; está envolvido na biossín- 


FIGURA 26.44 A síntese sequencial de l-DOPA, dopamina, noradre- 
nalina e adrenalina a partir da tirosina. A l-DOPA é também precur- 
sora do pigmento escuro da pele, a melanina, um material polímérico 
oxidado. 


Adrenalina 
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NADP + NADPH 
Leuc otri enos 


FIGURA 26.45 Algumas reações envolvendo a glutationa. As 

reações e enzimas são ( 1 ) destoxifícação de peróxidos pela glu- 
tãtiona-peroxidase, (2) regeneração de GSH a partir de GSSG 
pela glutationa-redutase (Seção 21.2Ba), (3) modulação do 
balanço tiol-dissulfeto em proteínas pela tiol-transferase e (4) 
biossíntese de leucotrienos por uma glutationa-S-transferase. 


tese de leucotrienos (Seção 25.7Cb); e o equilíbrio entre sua 
forma reduzida (GSH) e sua forma oxidada (GSSG) mantém 
grupos sulfidrila de proteínas intracelulares em seus estados 
de oxidação corretos. 

O ciclo 7 -glutamil, que foi elucidado por Alton Meister, 
fornece um veículo para o transporte, dependente de energia, 
de aminoácidos para dentro das células, por meio da síntese e 


da degradação de GSH (Fig. 26.46). A GSH é sintetizada a 
partir de glutamato, cisteína e glicina pela ação consecutiva 
da 7 -glutamilcisteína-sintase e da GSH-sintase (Fig. 26.46, 
Reações 1 e 2) . A hidrólise de ATP fornece a energia livre 
para cada reação. O grupo carboxila é ativado para a sínte- 
se de uma ligação peptídica pela formação de um acilfosfato 
intermediário: 


O 


R — C— O + ATP 


ADP 


X R _ 


O 

c — OPO3" 


NH 2 — R' 


O 


R — C — N— R' 
H 


A quebra da GSH é catalisada pelas enzimas 7 -glutamíl- 
-transpeptidase, 7 -ghitamil-ciclotransferase, 5-oxoprolinase 

e por uma protease intracelular (Fig. 26.46, Reações 3-6). 

O transporte de aminoácidos ocorre pois, enquanto a 
GSH é sintetizada intracelularmente e está localizada princi- 
palmente dentro da célula, a 7 -glutamil-transpeptidase, que 
catalisa a degradação da GSH (Fig. 26.46, Reação 3), está 
localizada na superfície externa da membrana plasmática e 
aceita aminoácidos, principalmente cisteína e metionina. A 
GSH é transportada inicialmente para a superfície externa da 


SH 

h o h 2 c o 


+ 




AA 


FIGURA 26.46 Síntese da glutationa, como parte do delo 7 -glutamil do metabolismo da glutationa. As reações do ciclo são cata- 
lisadas pelas enzimas (1) 7 -glutamilcisteína-sintase, (2) glutationa-sintase, (3) 7 -glutamil-transpeptidase, (4) 7 -glutamil-ciclotrans- 
ferase, (5) 5-oxoprolinase e por ( 6 ) uma protease intracelular. 
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Ácido 

p-aminobenzoico 
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Ácido tetra-hidropteroico 
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O 


\ 


C^N— C — CH 2 — CH 2 — C^-OH 


Ácido tetra-hidropteroil-glutâmico (tetra-hidrofolato; THF) 


FIGURA 26.47 Tetra-hidrofolato (THF). 


membrana plasmática, onde ocorre a transferência do grupo 
7-glutamil da GSH para um aminoácido externo. O 7-glu- 
tamil-aminoácido é então transportado de volta para dentro 
da célula e convertido em glutamato por um processo que 
ocorre em duas etapas, em que o aminoácido transportado é 
liberado e a 5-oxoprolina é formada como um intermediário. 
A última etapa do ciclo, a hidrólise da 5-oxoprolina, requer a 
hidrólise de ATP. Essa surpreendente observação (a hidróli- 
se de uma ligação amida é, quase sempre, um processo exer- 
gônico) é uma consequência do fato da ligação amida interna 
da 5-oxoprolina ser extraordinariamente estável. 

D. Co fatores com tetra-hidrofolato: metabolismo de 
unidades C 1 

Muitos processos biossintéticos envolvem a adição de uma 
unidade C, a um precursor metabólico. Um exemplo conhe- 
cido é a carboxilação. Por exemplo, a gliconeogênese a partir 
de piruvato começa com a adição de um grupo carboxila para 
formar oxalacetato (Seção 23.1Aa). A coenzima envolvida 
nessa e na maioria das demais reações de carboxilação é a 
biotina (Seção 23.1Ab). Em contraste, a S-adenosilmetionina 
funciona como um agente de metilação (Seção 26.3Ea). 

O tetra-hidrofolato (THF) é mais versátil que os co- 
fatores mencionados acima, no sentido de que funciona na 
transferência de unidades C l em diversos estados oxidativos. 
O THF é um derivado 6-metilpterina, ligado em sequência 
ao ácido p-aminobenzoico e a resíduos de Glu (Fig. 26.47). 
Até cinco resíduos adicionais de Glu podem estar ligados ao 
primeiro glutamato por meio de ligações isopeptídicas para 
formar uma cauda poliglutamil. 


O THF é derivado do ácido fólico (do latim: folium, fo- 
lha), uma forma duplamente oxidada de THF que deve ser 
reduzida de forma enzimática antes de tornar-se uma coenzi- 
ma ativa (Fig. 26.48). Ambas as reduções são catalisadas pela 
di-hidrofolato-redutase (DHFR). Mamíferos não sintetizam 
ácido fóíico, de modo que este deve ser obtido da dieta ou de 
microrganismos intestinais. 

Unidades Cj são ligadas covalentemente ao THF em 
suas posições N5, N10 ou em ambas, N5 e N10. Essas uni- 
dades C 15 que podem estar nos níveis de oxidação formato, 
formaldeído ou metanol (Tabela 26.1), são todas intercon- 
versíveis por reações redox enzimáticas (Fig. 26.49). 

A principal entrada de unidades C : no pool do THF 
se dá como A 5 a -metileno-TI II- , pela conversão de seri- 

na em glicina pela serina-hidroximetiltransferase (Seções 
26.3Bb e 26.5Ae) e pela clivagem da glicina pela glicina- 
-sintase (sistema de clivagem da glicina; Seção 26.3Ba, Fig. 
26.14). A histidina também contribui com unidades C 1 em 
sua degradação com a formação de A^-forminino-THF 
(Fig. 26.17, Reação 11). 

Uma unidade Cj no pool do THF pode ter diversos des- 
tinos (Fig. 26.50): 

1. Pode ser utilizada diretamente como A^A^-metileno- 
THF na conversão do desoxinucleotídeo dUMP em dTMP 
pela timidilato-sintase (Seção 28.3Bb). 

2. Pode ser reduzida a A 5 -metil-TTIF para a síntese de me- 
tionina a partir de homocisteína (Seção 26.3Ea). 

3. Pode ser oxidada através de A^Af^-metenil-THF, ge- 
rando A^-formil-THF para utilização na síntese de purinas 
(Seção 28-1A). Uma vez que o anel purina do ATP está 


NADPH NADP 




H 


NADPH NADP 


+ 


H 



N 


WH 


N^CH 2 


N— R 

H 




Folato 
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FIGURA 26.48 A redução, em dois estágios, do folato a THF. Ambas as reações sao catalisadas pela di-hidrofolato-redutase (DHFR). 
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TABELA 2S.1 Níveis de oxidação dos grupos C, carregados peio THF 


Nível de oxidação 

Grupo carregado 

Derivado do THF 

Metanol 

Metila (— CH 3 ) 

A 5 -Metil-THF 
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Metileno (— CH 2 — ) 
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FIGURA 26.49 Interconversão de unidades C, pelo THF. 


envolvido na biossíntese da histidina em microrganismos e 
plantas (Seção 26.5Be), o N 5 -formil-THF está também en- 
volvido, indiretamente, nessa via. Procariotos utilizam o 


A^-formil-THF em uma reação de formilação, produzindo 
formilmetionil-tRNA, necessário para o início da síntese 
proteica (Seção 32.3Ca). 
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FIGURA 23.5G Os destinos bíossintéticos das unidades C 1 no 
pool do THF. 


Uma deficiência em ácido fólico resulta na anemia me- 
galoblástica, uma condição na qual os eritrócitos no sangue 
são substituídos por eritrócitos anormalmente grandes e em 
menor número, conhecidos como macrócitos. Isso ocorre em 
consequência de uma deficiência de A^A^-metileno-THF, ne- 
cessário para a síntese de um núcleo tídeo precursor do DNA, 
a desoxitimidina monofosfato, que é sintetizada a partir de 
desoxiuridina monofosfato (Seção 28.3Bb). A anemia per- 
niciosa (deficiência de vitamina B 12 ; Seção 25.2Ee) apresenta 
sintomias anêmicos similares. Isso ocorre pois a irreversibilida- 
de da reação de formação de vV 5 -metil-THF e a agora inativa 
metionina-sintase dependente de B 12 (parte superior da Fig. 
26.49), a única enzima de mamíferos que utiliza A^-metil-THF, 
resultam no aprisionamento do folato na forma A^-metil-THF. 
Consequentemente, os sintomas anêmicos da anemia pernicio- 
sa podem ser aliviados pela administração de ácido fólico, mas 
isso não aj uda a aliviar seus sintomas neurológicos. 

Sulfonamidas (fármacos do grupo das sulfas) , tais como 
sulfonilamida, são antibióticos estruturalmente análogos ao 
ácido p-aminobenzoico, constituinte do THF: 



Sulf ònami das ácido p - aminobenz oi co 

(R = Hj sulfanilamida) 


Esses fármacos inibem competitivamente a síntese de THF 
na bactéria na etapa em que o ácido p-aminobenzoico é in- 
corporado, assim bloqueando as reações apresentadas ante- 
riormente, que requerem THF. A incapacidade dos mamífe- 
ros em sintetizar ácido fólico permite que não sejam afetados 
pelas sulfonamidas, explicando-se assim a utilidade médica 
desses agentes antibacterianos bastante utilizados. 


minados aminoácidos não essenciais. Os a- ce to ácidos, que 
constituem os esqueletos de carbono dos aminoácidos, são 
convertidos em aminoácidos por reações de transaminação 
(Seção 26.1 A), utilizando nitrogênio a-amino pré-formado 
de outro amino ácido, geralmente do glutamato. Ainda as- 
sim, embora se tenha inicialmente suposto que o glutamato 
pudesse ser sintetizado a partir de amónia e a-eetoglutarato 
pela glutamato- desidrogenase atuando no sentido reverso, 
parece, agora, que o sentido fisiologicamente predominan- 
te dessa enzima é a degradação do glutamato (Seção 26.1B). 
Consequentemente, o nitrogênio a-amino pré-formado tam- 
bém deve ser considerado como um nutriente essencial. Nesse 
contexto, é interessante observar que, além dos quatro recep- 
tores bem conhecidos para os sabores, aqueles para o doce, 
o azedo, o salgado e o amargo, um quinto receptor gustativo 
foi caracterizado, o receptor para o sabor que lembra carne 
e que é estimulado pelo glutamato-monossódico (GMS), co- 
nhecido como umami (japonês para paladar). 

Os aminoácidos essenciais e não essenciais para os hu- 
manos estão listados na Tabela 26.2. A arginina é classifica- 
da como essencial, embora seja sintetizada no ciclo da ureia 
(Seção 26. 2D), pois é necessária em quantidades maiores 
que aquelas que podem ser produzidas nessa via durante o 
crescimento e o desenvolvimento normal das crianças (mas 
não nos adultos). Os aminoácidos essenciais estão presentes 
em proteínas animais e vegetais. Diferentes proteínas, entre- 
tanto, contêm diferentes proporções dos aminoácidos essen- 
ciais. As proteínas do leite, por exemplo, contêm todos os 
aminoácidos, nas proporções necessárias para uma nutrição 
humana adequada. As proteínas do feijão, por outro lado, 
contêm lisina em abundância, mas são deficientes em metio- 
nina, enquanto aquelas do trigo são deficientes em lisina, mas 
contêm amplas quantidades de metionina. Uma dieta protei- 
ca equilibrada, portanto, deve conter várias fontes proteicas 
que sejam complementares umas às outras, para fornecer 
proporções adequadas de todos os aminoácidos essenciais. 

Nesta seção, serão estudadas as vias envolvidas na for- 
mação dos aminoácidos não essenciais. Serão consideradas 
também brevemente as vias de síntese dos aminoácidos es- 
senciais, que ocorrem em plantas e microrganismos. O leitor 
deve observar, no entanto, que embora sejam discutidas al- 
gumas das vias mais comuns para a biossíntese dos aminoá- 
cidos, há consideráveis variações entre espécies diferentes 
nessas vias. Por outro lado, como foi visto, as vias básicas do 
metabolismo de carboidratos e lipídeos de modo algum são 
universais. 


A. Biossíntese dos aminoácidos não essenciais 


5 BIOSSÍNTESE DOS AMINOÁCIDOS 

Muitos aminoácidos são sintetizados por vias que estão pre- 
sentes apenas em plantas e microrganismos. Uma vez que os 
mamíferos devem obter esses aminoácidos em suas dietas, 
essas substâncias são denominadas aminoácidos essenciais. 
Os demais aminoácidos, que podem ser sintetizados pelos 
mamíferos a partir de intermediários comuns, são deno- 


Todos os aminoácidos não essenciais, exceto a tirosina, são 
sintetizados por meio de vias simples, que partem de um dos 
seguintes quatro intermediários metabólicos comuns: piruva- 
to, oxalacetato, a-cetoglutarato e 3-fosfoglicerato. A tirosina, 
que na verdade é classificada de forma discutível como não 
essencial, é sintetizada por uma reação de hidroxilação a par- 
tir do aminoácido essencial fenilalanina (Seção 26.3H). De 
fato, as necessidades de fenilalanina na dieta refletem tam- 
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TABELA 26.2 Aminoácidos essenciais e não essenciais para 

o homem 


Essenciais 

Não Essenciais 

Arginina 3 

Alanina 

Histidina 

Asparagina 

Isoleucina 

Aspartato 

Leucina 

Cisteína 

Lisina 

Glutamato 

Metionina 

Glutamina 

Fenilalanina 

Glicina 

Treonina 

Prolina 

Triptofano 

Serina 

Valina 

Tirosina 


a Embora os mamíferos sintetizem arginina, eles clivam a maior parte dela 
para formar ureia (Seções 26.2D e 26.2E)* 

bém as necessidades de tirosina. A presença de tirosina na 
dieta, portanto, diminui a necessidade de fenilalanina. Uma 
vez que o nitrogênio a-amino pré-formado na forma de glu- 
tamato é um nutriente essencial para a biossíntese dos ami- 
noácidos não essenciais, será discutida inicialmente sua pro- 
dução por plantas e microrganismos. 


a. 0 glutamato é sintetizado peia gtutamato-sintase 
A glutamato-sintase, uma enzima que ocorre apenas em mi- 
crorganismos, plantas e animais inferiores, converte a-ceto- 
glutarato e amónia, originária da glutamina, em glutamato. 
Os elétrons necessários para essa aminação redutiva provêm 
do NADPH ou da ferredoxina, dependendo do organismo. 
A glutamato-sintase dependente de NADPH da bactéria fi- 
xadora de nitrogênio Azospirillum brasilense , a melhor ca- 
racterizada dessas enzimas, é um heterotetrâmero a 2 p 2 , que 
liga um FAD e dois centros [4Fe— 4S] em cada subunidade 
p e um mononucleotídeo da flavina (FMN) e um centro 
[3Fe-4S] em cada subunidade a. A reação global é 

NADPH + H + glutamina + a-cetoglutarato > 

2 glutamato + NADP 

e envolve cinco etapas, que ocorrem em três sítios ativos dis- 
tintos (Fig. 26.51): 

1. Elétrons são transferidos do NADPH para o FAD, no 
sítio ativo 1 da subunidade p, produzindo FADH 2 . 

2. Os elétrons são transferidos do FADHj para o FMN, no 
sítio 2, em uma subunidade a específica, passando por cen- 
tros ferro-enxofre, produzindo FMNH 2 . 

3. A glutamina é hidrolisada, dando glutamato e amónia, 
no sítio 3 de uma subunidade a. 
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Reação geral: NADPH + H + + glutamina + a-cetoglutarato 


2 glutamato + NADP 


FIGURA 26.51 A sequência das reações catalisadas pela glutamato-sintase. 
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4. A amónia produzida é transferida para o sítio 2, onde 
reage com a-cetoglutarato para formar a-iminoglutarato. 

5. O a-iminoglutarato é reduzido pelo FMNH 2 para formar 
glutamato. 

Na ausência da subunidade p, a subunidade a pode sin- 
tetizar glutamato a partir de glutamina e a-cetoglutarato, 
utilizando um doador artificial de elétrons; além disso, ela 
é homóloga e funcionalmente similar às glutamina-sintases 
dependentes de ferredoxina. Assim sendo, a subunidade a 
do A. brasilense é considerada o núcleo catalítico da enzima. 

A estrutura por raios X da subunidade a de 1 .479 resí- 
duos da glutamato-sintase do A. brasilense em complexo com 
um centro [3Fe-4S], um FMN, o substrato a-cetoglutarato e 
o inibidor metionina sulfona (um análogo do estado de tran- 
sição tetraédrico) 


o 


H 




C CHt — CH o — C — 


/ 


h 2 n 


NHÍ 



Glutamina 


II I # 

H 3 C — S — CH 2 — CH, — C — C 

II IV 

o nh; u 

Metionina sulfona 

foi determinada por Andréa Mattevi (Fig. 26.52). A subu- 
nidade apresenta quatro domínios, um domínio N-terminal 
glutamina-amidotransferase, um domínio central, um domí- 
nio que liga FMN e um domínio C-terminal em hélice p (ver 
a seguir). A metionina sulfona liga-se ao domínio N-terminal 
amidotransferase (sítio 3), onde a glutamina normalmente é 
hidrolisada via ataque nucleofílico do grupo sulfidrila da Cys 
1 sobre o átomo C da glutamina, formando transitoriamente 
um intermediário tetraédrico, mimetizado pelo grupo tetraé- 
drico sulfona. O domínio que liga o FMN consiste em grande 
parte de um barril a/p, na boca do qual ligam-se o a-cetogluta- 
rato e o centro [3Fe— 4S]. A distância entre o grupo metila na 
metionina sulfona (o análogo do grupo amida da glutamina) 
e o grupo a-cetona do a-cetoglutarato é de 31 Á. Esses dois 
sítios são conectados por um túnel pelo qual a amónia deve 
difundir-se para reagir com o a-cetoglutarato (Reação 4, Fig. 
26.51). No entanto, o túnel é bloqueado por átomos da cadeia 
principal de quatro resíduos que se projetam para dentro do 
túnel. Consequentemente, deve haver um deslocamento de 
pelo menos 2 a 3 À na estrutura durante a reação, para permi- 
tir que a amónia difunda-se entre esses sítios. Tal portão, no 
túnel, pode bem ser crucial para o controle da função enzimá- 
tica, de modo a evitar desperdício de glutamina por hidrólise. 
Na verdade, a glutamina é hidrolisada apenas quando a en- 
zima está ligada ao a-cetoglutarato e equivalentes redutores 
estej am disponíveis para a redução do iminoglutarato. 

O domínio C-terminal da glutamato-sintase consiste prin- 
cipalmente em sete voltas de uma hélice p que gira para a di- 
reita (Fig. 26.53). Nesse padrão estrutural incomum, a cadeia 
polipeptídica é dobrada em uma ampla hélice, de forma que 
as voltas vizinhas da cadeia interagem como as fitas de uma 



FMN 


Redução do 
iminoglutarato 


Hidrólise de L-Gln 


3Fe-4S 

FIGURA 26.52 Estrutura por raios X da subunidade a da 
glutamato-sintase de A. brasilense , representada pelo seu 
esqueleto de C ft . A subunidade apresenta quatro domínios, 
um domínio N-terminal glutamina-amidotransferase (azul) 
ao qual está ligada metionina sulfona (um análogo do estado 
de transição tetraédrico da glutamina); um domínio central 
(vermelho); um domínio que liga FMN (verde), ao qual estão 
ligados FMN, um centro [3Fe— 4S] e um a-cetoglutarato; e um 
domínio hélice p {púrpura ). Os ligantes citados anteriormente 
estão desenhados em preto, em forma de esferas e bastões. O 
túnel de 31 A de comprimento, desde o grupo metila da me- 
tionina sulfona (análogo ao grupo amido da glutamina) até o 
grupo a-cetona do a-cetoglutarato, está delimitado por uma 
superfície cinzenta. Nessa estrutura o túnel está bloqueado 
(ele é dividido em duas cavidades) pelos átomos da cadeia 
principal de quatro resíduos que se projetam para dentro do 
túnel. (Cortesia de Andréa Mattevi, Universitá degli Studi di 
Pavia, Itália. PDBid 1EA0.) 


folha p paralela. A héüce p da glutamato-sintase, com 43 À 
de comprimento, tem uma seção transversal elíptica de 16 por 
23 Á. Hélices p têm sido observadas apenas em poucas enzi- 
mas, a maioria bacteriana. A hélice p da glutamato-sintase 
não contém um resíduo que estej a envolvido na catáÜse ou na 
transferência de elétrons. Entretanto, parece realmente que 
ela tem um papel estrutural importante, pois alguns de seus 
resíduos revestem o túnel pelo qual a amónia passa. 

Domínios ou subunidades glutamina-amidotransferase 
são parte da estrutura de diversas proteínas nas quais a glu- 
tamina é o doador de amónia para uma reação posterior. 
Na glutamato-sintase, este domínio encontra-se dentro 
da subunidade a (Fig. 26.52). Na carbamoilfosfato-sintase 
(CPS) da E. coli (Seção 26.2Aa), esse domínio estrutural 
forma uma subunidade completa dentro de um heterodí- 
mero. Esses domínios ou subunidades ocorrem em uma de 
duas famílias, que se diferenciam pelas estruturas de seus 
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FIGURA 26.53 A hélice p da glutamato-sintase de A. brasilense. O esqueleto 
polipeptídico (resíduos 1.225-1.416) é colorido em cores na ordem do arco-íris, de 
sua porção N-terminal (azul) até a porção C-terminal (vermelho). Voltas vizinhas 
da cadeia polipeptídica dentro da hélice p interagem da mesma maneira que as 
fitas de folhas p paralelas. Ainda assim, as conformações de muitos desses seg- 
mentos situam-se fora da faixa normal para fitas p, e assim eles estão desenhados 
na forma espiralada. (Com base em uma estrutura por raios X obtida por Andréa 
Mattevi, Universitá degli Studi di Pavia, Itália. PDBid 1EA0.) 


sítios ativos. Na CPS, ele pertence à família da tríade, as- 
sim denominada por conter uma Cys na tríade catalítica 
do sítio ativo, que lembra a tríade catalítica das serina- 
-proteases (Seção 15.3). O domínio glutamína- amidotrans- 
ferase da glutamato-sintase pertence à família do nucleófilo 
N-terminal (Ntn), a qual, como visto, apresenta uma Cys 
N-terminal, que atua como nucleófilo do sítio ativo. Outras 
enzimas envolvidas na biossíntese dos aminoãcidos e que 
possuem domínio glutamina-amidotransferase incluem a 
asparagina-sintase (Fig. 26.54, Reação 4; ver a seguir), outro 
membro da família Ntn, e a imidazol-glicerol-fosfato-sinta- 
se (Fig. 26.65, Reação 5), que também pertence à família da 
tríade. Todas essas enzimas possuem um túnel que canaliza 
a amónia, conectando o sítio da amidotransferase com o sí- 
tio que utiliza a amónia. 
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FIGURA 26.54 A síntese de alanina, aspartato, glutamato, asparagina e glutamína. Essas rea- 
ções envolvem transaminação de (1) piruvato, (2) oxalacetato e (3) a-cetoglutarato e as amida- 
ções dos aminoácidos (4) aspartato e (5) glutamato. 
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b. Alanina, asparagina, aspartato, giutamato e glutamina 
são sintetizados a partir de piruvato, oxalacetato e 
a-cetoglutarato 

Piruvato, oxalacetato e a-cetoglutarato são os cetoáci- 
dos que correspondem a alanina, aspartato e giutamato, 
respectivamente. De fato, como visto (Seção 26.1), a sín- 
tese de cada um desses aminoãcidos se dá em uma única 
etapa, por reação de transaminação (Fig. 26.54, Reações 
1-3). Asparagina e glutamina são sintetizadas a partir de 
aspartato e giutamato, respectivamente, por amidação 
(Fig. 26.54, Reações 4 e 5). A glutamina-sintase catalisa 
a formação de glutamina, em uma reação na qual o ATP 
é hidrolisado produzindo ADP e Pi, com a formação do 
intermediário 7 -glutamilfosfato e sendo doador do gru- 
po amino o NH 4 " (Fig. 26.54, Reação 5). Curiosamente, 
a amidação do aspartato pela asparagina-sintase para for- 
mar asparagina segue uma via diferente; utiliza glutamina 
como doador do grupo amino e hidrolisa ATP dando AMP 
+ PPi (Fig. 26.54, Reação 4). Essa enzima é composta por 
um domínio glutamina-amidotransferase da família Ntn 
(ver anteriormente) e um segundo domínio, no qual é sin- 
tetizado o p-aspartil-AMP 



OH OH 


p-Aspartil“AMP 

a partir de Asp e ATP, o qual então reage com a amónia 
para formar Asn. Assim como em outras enzimas contendo 
domínios glutamina-amidotransferase, os dois domínios são 
conectados por um túnel, que canaliza a amónia entre os dois 
sítios ativos. 

c. A glutamina-sintase é um ponto central de controle no 
metabolismo do nitrogênio 

A glutamina, como visto, é o doador de grupo amino na for- 
mação de muitos produtos biossintéticos, além de ser uma 
forma de armazenamento de amónia. A consequente posição 
fundamental da glutamina-sintase no metabolismo do nitro- 
gênio torna seu controle um aspecto vital desse processo. 
De fato, glutamina- sintases de mamíferos são ativadas por 
a-cetoglutarato, o produto da desaminação oxidativa do glu- 
tamato. Esse controle, presumivelmente, previne o acúmulo 
da amónia produzida nessa última reação. 

A glutamina-sintase bacteriana, como demonstrado por 
Earl Stadtman, possui um sistema de controle muito mais 
elaborado. Essa enzima, que consiste em 12 subunidades 
idênticas de 469 resíduos, arranjadas em uma simetria D t 
(Fig. 26.55), é regulada por diversos efetores, assim como 
por modificação co valente. Embora uma descrição comple- 
ta dessa complexa enzima não sej a fornecida aqui, diversos 
aspectos de seus sistemas catalítico e de controle são dignos 
de nota. 



FIGURA 26.55 Estrutura por raios X da glutamina-sintase de 
S. typhimurium. A enzima consiste em 12 subunidades idênticas, 
aqui representadas por seus esqueletos C Q , arranjados em simetria 
D 6 (a simetria de um prisma hexagonal). (a) Vista a partir do eixo 
de simetria de ordem 6, mostrando apenas as seis subunidades do 
anel superior, em azul e verde alternados. As subunidades do anel 
inferior estão, grosso modo, diretamente abaixo daquelas do anel 
superior. A proteína, incluindo suas cadeias laterais (não mostra- 
das), possui um diâmetro de 143 A. Os seis sítios ativos mostrados 
estão marcados por pares de íons Mn' (esferas em magenta ; íons 
metálicos divalentes, fisiologicamente Mg 2 ' , são necessários para 
a atividade enzimática). Cada sítio de adenililação, Tyr 397 (ama- 
relo), situa-se entre duas subunidades, a um raio maior que o sítio 
ativo correspondente. Também estão desenhados em um sítio ati- 
vo o ADP (dano) e a fosfinotricina (cor de laranja), um inibidor 
competitivo do giutamato. (b) Vista lateral, ao longo de um dos 
eixos de simetria de ordem dois da enzima, mostrando apenas as 
oito subunidades mais próximas. A molécula estende-se 103 A ao 
longo do eixo de simetria de ordem 6, na vertical nessa vista da 
enzima. (Com base em uma estrutura por raios X obtida por Da- 
vid Eisenberg, UCLA, EUA. PDBid 1FPY.) 


A estrutura por raios X da glutamina-sintase da 
Salmonella typhimurium, em complexo com fosfinotricina, 
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um análogo estrutural do glutamato, determinada por David 
Eisenberg, revela que seus sítios catalíticos localizam-se na 
interface entre o domínio C- terminal de uma subunidade e 
o domínio N-terminal de uma subunidade adjacente. Esses 
sítios catalíticos apresentam um formato descrito como um 
“funil duplo”, que se abre tanto para a parte superior, expos- 


ta í que liga o ATP), quanto para a parte inferior (que liga 
Glu e NH 4 f ) da molécula (entre os dois anéis hexaméricos) , 
e apresenta um estreitamento no plano dos íons metálicos 
essenciais (dois por subunidade). A ligação do nucleotídeo 
induz alterações conformacionais que aumentam a afinidade 
da enzima por glutamato e pelo íon amónio, levando a um 
mecanismo sequencial ordenado. 

Nove inibidores controlam cumulativamente a atividade 
da glutamina-sintase bacteriana por retroalimentação negati- 
va: histidina, triptofano, carbamoilfosfato (sintetizado pela 
carbamoilfosfato-sintase II), glicosamina-6-fosfato, AMP e 
CTP. Todos eles são produtos finais de vias que partem da 
glutamina, enquanto alanina, serina e glicina refletem o nível 
de nitrogênio da célula. Diversos desses inibidores atuam de 
maneira competitiva, ligando-se seja ao sítio de ligação do 
glutamato (serina, glicina e alanina) ou ao sítio de ligação do 
ATP (AMP e CTP). 
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FIGURA 26.56 A regulação da glutamina- 
-sintase bacteriana. A adenililação/desade- 
nililação de um resíduo específico de Tyr é 
controlada pelo nível de uridililação de um 
resíduo específico de Tyr em uma adenilil- 
transferase ■ P ü . Esse nível de uridililação, 
por sua vez, é controlado pelas atividades 
relativas da uridililtransferase, que 
é sensível aos níveis de vários 
metabólitos nitrogenados, 
e da enzima removedora 
de uridilil, cuja ativi- 
dade é independente 
dos níveis desses 
metabólitos. 
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FIGURA 23.57 A biossíntese dos aminoácidos da “família do gluta- 
mato”: arginina, ornitina e prolina. As enzimas que catalisam a bi os- 
síntese da prolina são (1) 7-glutamil-dnase, (2) desidrogenase, (3) não 
enzimática e (4) pirrolina-5-carboxilato-redutase. As enzimas que ca- 
talisam a biossíntese da ornitina são (5) N-acetilglutamato-sintase, (6) 
acetilglutamato-cinase, (7) A-acetil-7-glutamil-fosfato-redutase, (8) 

A- ace tilornitina- 8 - amino tr an sf er ase e (9) acetilornitina-desacetilase. 
Uma via alternativa para a ornitina ocorre pela Reação 10, catalisada 
pela omitina-ô-aminotransferase. A ornitina é convertida em arginina 
(11) via ciclo da ureia (Fig. 26.7, Reações 2-4). 
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A glutamina-sintase da E. coli é modificada covalente- 
mente por adenililação de um resíduo específico de Tyr (Fig. 
26.56). A suscetibilidade da enzima à inibição cumulativa por 
retroalimentação aumenta e sua atividade, portanto, diminui 
com o grau de adenililação. O nível de adenililação é contro- 
lado por uma cascata metabólica complexa, conceitualmente 
similar àquela que controla a glicogênio-fosforilase (embora 
o tipo de modificação covalente seja diferente, pelo fato de 
a glicogênio-fosforilase ser fosforilada em um resíduo espe- 
cífico de Ser; Seção 18.3Ca). Tanto a adenililação quanto a 
desadenililação da glutamina-sintase são catalisadas pela 
adenililtransferase, em complexo com uma proteína regula- 
tória tetramérica, P n , Esse complexo leva à desadenililação 
da glutamina-sintase quando P n está ligada a um grupo uri- 
dilil (também em um resíduo de Tyr), e leva à adenililação 
da glutamina-sintase quando não estiver ligada ao resíduo 
UMP. O nível de P n ligada ao resíduo UMP, por sua vez, de- 
pende das atividades relativas de duas atividades enzimãticas 
localizadas na mesma proteína: a uridililtransferase, que adi- 
ciona UMP à proteína P n , e uma enzima uridilil-removedora, 
que remove hidroliticamente os grupos UMP ligados à pro- 
teína P n (Fig. 26.56). A uridiltransferase é ativada por a-ce- 
toglutarato e ATP e inibida por glutamina e Pi, enquanto a 
enzima uridilil-removedora é insensível a esses metabólitos. 
Essa cascata metabólica complexa, consequentemente, tor- 
na a atividade da glutamina-sintase da E. coli extremamente 
responsiva às necessidades de nitrogênio da célula. 

d. 0 glutamato é o precursor de proiina, ornitina e arginina 
A conversão de glutamato em proiina (Fig. 26.57, Reações 
1-4) envolve a redução do grupo y-carboxila dando um alde- 
ído, seguindo-se a formação de uma base de Schiff interna, 
cuj a redução posterior produz proiina. A redução do grupo 
■y-carboxila do glutamato produzindo um aldeído é um pro- 
cesso endergônico, facilitado pela fosforilação prévia do gru- 
po carboxila pela y-glutamil-cinase. O produto, glutamato-5- 
-fosfato, é instável e não foi isolado de misturas de reação, 
mas supõe-se que seja o substrato para a redução que se 
segue. O glutamato-5-semialdeído resultante cicliza espon- 
taneamente, formando a base de Schiff interna A^pirrolina- 
5-carboxiIato. A redução final para produzir a proiina é cata- 
lisada pela pirrolina-5-carboxilato-redutase. Ainda não está 
esclarecido se a enzima necessita de NADH ou NADPH. 

Em E. coli, a via do glutamato para a ornitina e, após, 
para a arginina também envolve a redução do grupo y-car- 
boxila do glutamato, movida pela hidrólise do ATP, produ- 
zindo um aldeído (Fig. 26.57, Reações 6 e 7). A ciclização es- 
pontânea do intermediário A-acetilglutamato-5-semialdeído 
é evitada pela acetilação prévia de seu grupo amino pela 
7V-acetilglutamato-sintase. formando A-acetilglutamato (Fig. 
26.57, Reação 5). O AT-acetilglutamato-5-semialdeído, por 
sua vez, é convertido na amina correspondente por transami- 
nação (Fig. 26.57, Reação 8). A hidrólise do grupo protetor 
acetila produz, por fim, a ornitina, a qual, como visto (Seção 
26.2), é convertida em arginina via ciclo da ureia. No homem, 
entretanto, a via para ornitina é mais direta. A AT-acetilação 
do glutamato, que o protege da ciclização, não acontece. Em 
vez disso, o 5-semialdeído do glutamato, que está em equilí- 
brio com o A^pirrolina-Ó-carboxilato, é transaminado direta- 
mente, produzindo ornitina, em uma reação catalisada pela 
omitina-6-aminotransferase (Fig. 26.57, Reação 10). 


e. Se rí na, cisteína e giicina são derivadas do 3-fosfoglicerato 

A serina é formada a partir do intermediário da glicólise 3-fos- 
foglicerato, em uma via composta por três reações (Fig. 26.58): 

L Conversão do grupo 2-OH do 3-fosfoglicerato em uma 
cetona, produzindo 3-fosfo-hidroxipiruvato, o cetoácido fos- 
forilado análogo à serina. 

2. Transaminação do 3-fosfo-hidroxipiruvato em fosfos- 
serina; 

3. HidróÜse da fosfosserina para produzir serina. 

A serina participa da síntese da giicina de duas formas 
(Seção 26 .3B): 

1. Conversão direta da serina em giicina pela serina-hidroxi- 
metiltransferase, em uma reação que também produz jV^jV 10 - 
metileno-THF (Fig. 26.12, Reação 4 no sentido reverso). 

2. Condensação do A r5 ,A 10 -metileno-THF com C0 2 e NH 4 " 
pelo sistema de clivagem da giicina (Fig. 26.12, Reação 3 no 
sentido reverso). 

Já foi discutida a síntese, nos animais, da cisteína a partir de 
serina e homocisteína, um produto da degradação da metio- 
nina (Seção 26.3Ea). A homocisteína combina-se com a seri- 
na, produzindo cistationina, que, subsequentemente, produz 
cisteína e a-cetobutirato (Fig. 26.18, Reações 5 e 6). Uma vez 
que o grupo sulfidrila da cisteína é derivado do aminoácido 
essencial metionina, a cisteína é, na verdade, um aminoáci- 


cocr 

H— C — OH 

ch 2 — opof" 

3-F osfoglic erato 



NAD + 

NADH 


COO 


c=o 


. 2 - 


CH 2 — OPO3 

3- F osf ò-hidr oxip iruvat o 

Glutamato 
a-Cetoglutarato 


COO - 
H 3 N — C — H 

CH 2 — OPO3 - 

3-Fosfosserina 



H 


HO— CH 2 — C — COO - 

NH t 

Serina 


FIGURA 26.58 A conversão de 3-fosfoglicerato em serina. As 

enzimas da via são (1) 3-fosfoglicerato-desidrogenase, (2) uma 
aminotransferase dependente de PLP e (3) fosfosserina-fosfatase. 
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FIGURA 26.59 A biossíntese da cisteína. (a) Síntese da cisteí- 
na a partir da serina em plantas e microrganismos, (b) A redu- 
ção do sulfato a sulfeto na E. coli , utilizando 8 elétrons. 

do essencial. Nas plantas e nos microrganismos, entretanto, 
a cisteína é sintetizada a partir de serina em uma reação de 
duas etapas que envolve a ativação do grupo — OH da serina, 
por sua conversão em 0-acetilserina, seguindo-se o desloca- 
mento do acetato pelo sulfeto (Fig. 26.59a). O sulfeto neces- 
sário nessa reação é produzido a partir do sulfato em uma re- 
dução com transferência de 8 elétrons que, em E. coli , ocorre 
conforme mostrado na Fig. 26.596. O sulfato é inicialmente 
ativado pelas enzimas ATP-sulfurilase (que é utilizada no 
pirosequenciamento do DNA; Seção 7.2Ca) e adenosina-5 ' - 
fosfossulfato (APS)-dnase. O sulfato ativado é então reduzi- 
do a sulfito pela 3'-fosfoadenosina-5'-fosfossu]fato (PAPS)- 
redutase e a sulfeto pela sulfito-redutase. 

B. Biossíntese dos aminoácidos essenc/a/s 

Os aminoácidos essenciais, assim como os aminoácidos não 
essenciais, são sintetizados a partir de precursores metabóli- 
cos comuns. No entanto, suas vias sintéticas estão presentes 
apenas em microrganismos e plantas e envolvem geralmente 
mais etapas que as vias de síntese dos aminoácidos não es- 
senciais. Por exemplo, lisina, metionina e treonina são sinte- 
tizadas a partir de aspartato, em vias com a primeira reação 
em comum, catalisada pela aspartocinase, uma enzima que 
está presente apenas em plantas e microrganismos. De modo 
semelhante, valina e leucina são formadas a partir de piruva- 
to; isoleucina é formada a partir de piruvato e a-cetobutirato 
e triptofano, fenilalanina e tirosina são formados a partir de 
fosfoenolpiruvato e eritrose-4-fosfato. As enzimas que sin- 
tetizam aminoácidos essenciais foram, aparentemente, per- 
didas precocemente na evolução dos animais, possivelmente 
devido à fácil disponibilidade desses aminoácidos na dieta. 
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FIGURA 26.60 ( Página ao lado ) A biossíntese dos aminoá- 

cidos da “família do aspartato”: lisina, metionina e treoni- 
na. As enzimas da via são (1) asparto-cinase, (2) |3-aspartato- 
semialdeído-desidrogenase, (3) íiomosserina-desidrogenase, 

(4) homosserina-cinase, (5) treonina-sintase (uma enzima 
dependente de PLP), (6) homosserina-aciltransferase, (7) cista- 
tionina-7-sintase, (8) cistationina-p-liase, (9) metionina-sintase 
(altemativamente, homocisteína-metiltransferase, que também 
ocorre em mamíferos; Seção 26.3Ec), (10) di-hidrodipicolinato- 
-sintase, (11) di-hidrodipicolinato-redutase, (12) /V-succinil-2- 
-amino-6-cetopimelato-sintase, (13) succinil-diaminopimelato- 
-aminotransferase (uma enzima dependente de PLP), (14) 
succinil-diaminopimelato-dessuccinilase, (15) diaminopimelato- 
-epimerase e (16) diaminopimelato-descarboxilase. 
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Tempo e espaço impedem uma discussão detalhada das 
muitas reações interessantes que ocorrem nessas vias. As 
vias biossintéticas dos aminoácidos da família do aspartato, 
da família do piruvato, da família dos aromáticos e da histi- 
dina são mostradas nas Figs. 26.60 a 26.63 e 26.65, juntamen- 
te com as listas das enzimas envolvidas. Diversos herbicidas 
de uso na agricultura são inibidores específicos de algumas 
dessas enzimas. Tais herbicidas apresentam pouca toxicidade 
para animais e, assim, apresentam risco mínimo para a saúde 
humana e o ambiente. 

a. A família do aspartato: Usina, metionina e treonfna 

Nas bactérias, o aspartato é o precursor comum de Usi- 
na, metionina e treonina (Fig. 26.60). A biossíntese des- 
ses aminoácidos essenciais começa com a fosforilação 
do aspartato, catalisada pela aspartocinase, produzindo 
aspartil- p-f osf ato . Foi visto que o controle das vias meta- 
bólicas normalmente ocorre na primeira etapa comprome- 
tida da via. Poderia-se esperar então que a biossíntese de 
lisina, metionina e treonina fosse controlada em bloco. Na 
verdade, cada uma dessas vias é controlada independente- 
mente. A E. coli faz esse controle por meio de três isozi- 
mas da aspartocinase, que respondem de modo diferente 
aos três aminoácidos, tanto em termos de inibição da ativi- 
dade enzimática por retroalimentação quanto da repressão 
da síntese enzimática. A Tabela 26.3 resume esse controle 
diferencial. Além disso, o sentido da via é controlado por 
retroalimentação negativa nos pontos de ramificação por 
cada um dos aminoácidos individualmente. Desse modo, 
a metionina inibe a O-acilação da homosserina (Fig. 26.60, 
Reação 6) e a lisina inibe a di-hidrodipicolinato-sintase 
(Fig. 26.60, Reação 10). 

b. A família do piruvato: leucina, isoleucina e valina 

A valina e a isoleucina são sintetizadas pela mesma via de 5 
etapas (Fig. 26.61), sendo a única diferença a primeira etapa 
da série. Nessa reação dependente de TPP, que se asseme- 
lha àquelas catalisadas pela piruvato-descarboxilase (Seção 
17-3Ba) e pela transcetolase (Seção 23.4Ca), o piruvato for- 
ma um aduto com TPP, o qual é descarboxilado, gerando 
hidroxietil-TPP. Esse carbânion estabilizado por ressonância 
é adicionado ao grupo cetona de um segundo piruvato para 
formar acetolactato, na via da valina, ou então é adicionado 
ao grupo cetona do a-cetobutirato, um composto derivado 
da treonina, formando a-aceto-a-hidroxibutirato, na via da 
isoleucina. A via biossintética da leucina ramifica-se a partir 
da via da valina, na altura do a-cetoisovalerato (Fig. 26.61, 
Reação 6). As Reações 6 a 8, na Fig. 26.61, são remanes- 


FIGU3A 26.61 (Página ao lado ) A biossíntese dos aminoáci- 
dos da “família do piruvato”: isoleucina, leucina e valina. As 

enzimas da via são (1) acetolactato-sintase (uma enzima que 
utiliza TPP), (2) acetolactato -mutase, (3) redutase, (4) ácido 
di-hidroxidesidratase, (5) valina-aminotransferase (uma en- 
zima dependente de PLP), (6) a-isopropilmalato-sintase, (7) 
od-isopropilmalato-desidratase, (8) isopropilmalato-desidroge- 
nase, (9) leucina-aminotransferase (uma enzima dependente 
de PLP) e (10) treonina-desaminase (serina-desidratase, uma 
enzima PLP). 


TABELA 26.3 Controle diferencial das isozimas da 


aspartocinase na E. coli 


Enzima 

Inibidor por 
Retroalimentação 

Correpressor(es) 1 ' 

Aspartocinase I 

Treonina 

Treonina e isoleucina 

Aspartocinase II 

Nenhum 

Metionina 

Aspartocinase III 

Lisina 

Lisina 


"Compostos cuja presença resulta na repressão da síntese da enzima na fase 
de transcrição (Seção 31. 3G). 

centes das primeiras três reações do ciclo do ácido cítrico 
(Seções 21.3A-C). Aqui, a acetil-CoA condensa-se com o ct- 
cetoisovalerato, para formar o a-isopropilmalato, que então 
sofre uma reação de desidratação/hidratação, seguindo-se 
descarboxilação oxidativa e transaminação, para produzir a 
leucina. 

c. Os aminoácidos aromáticos: fenilalanina, tirosina e 
triptofano 

Os precursores dos aminoácidos aromáticos são o interme- 
diário glicolítico fosfoenolpiruvato (PEP) e a eritrose-4-fos- 
fato (um intermediário da via das pentoses-fosfato; Seção 
23.4Cb). A condensação desses compostos forma 2-ceto-3- 
-desoxi-D-arabmo-heptulosonato-7-fosfato, um composto 
de 7 carbonos que cicliza e é após convertido em corisma- 
to (Fig. 26.62), o ponto de ramificação para a biossíntese do 
triptofano. O corismato é convertido em antranilato e após 
em triptofano ou em prefenato e a seguir em tirosina ou em 
fenilalanina (Fig. 26.63). Embora os mamíferos sintetizem ti- 
rosina pela hidroxilação da fenilalanina (Seção 26.3Ha), mui- 
tos microrganismos sintetizam esse aminoãcido diretamente 
a partir do prefenato. 

Uma vez que a síntese dos aminoácidos aromáticos ocor- 
re apenas em plantas e microrganismos, essa via é um alvo 
lógico para herbicidas que não sejam tóxicos para os animais. 
Por exemplo, o glifosato, 

2 o 3 p — CH 2 — NH — CH 2 — COO “ 

Glifosato 

o ingrediente ativo em um dos herbicidas mais largamen- 
te utilizados, o Roundup, é um inibidor competitivo na 
reação da 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato (EPSP, de 
S-enolpymvylshikimate-3-phosphatè)- sintase (Reação 6 da 
Fig. 26.62), competindo com o PEP. 

d. Um túnel na proteína canaliza o produto Intermediário da 
triptofano-sintase entre dois sítios ativos 

As duas reações finais na biossíntese do triptofano, as 
Reações 5 e 6 da Fig. 26.63, são catalisadas pela triptofano- 
-sintase: 

L A subunidade a (268 resíduos) dessa enzima bifuncional 
ct 2 p 2 cliva o indol-3-glicerolfosfato, produzindo indol e glice- 
raldeído-3-fosfato (Reação 5). 

2. A subunidade p (396 resíduos) junta o indol com a l- 
-serina em uma reação PLP-dependente para formar o l- 
-triptofano (Reação 6). 
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FIGURA 26.62 A biossíntese do corismato, precursor dos aminoácidos aromáticos. As enzimas da via são (1) 2-ceto-3-desóxi- 
-D-arabinoeptulosonato-7-fosfato-sintase, (2) desidroquinato-sintase (uma reação que requer NAD ! , que gera como produto um 
NAD ’ não modificado e que é, portanto, indicativo de um intermediário oxidado, de modo semelhante ao que ocorre na reação da 
UDP-galactose-4-epimerase; Seção 17.5B), (3) 5-desidroquinato-desidratase, (4) chiquimato-desidrogenase, (5) chiquimato-cinase, 
(6) 5-enoilpiruvilchiquimato-3-fosfato-sintase e (7) corismato-sintase. 


Cada uma das subunidades, isoladamente, é enzimaticamen- 
te ativa, mas, quando estão unidas no tetrâmero a 2 fü 2 , as ve- 
locidades das duas reações e as afinidades por seus substratos 
são aumentadas em 1 a 2 ordens de grandeza. O indol, o pro- 
duto intermediário, não aparece livre na solução; a enzima 
aparentemente o sequestra. 

A estrutura por raios X da triptofano-sintase de 
Salmonella typhimurium, determinada por Craig Hyde, 
Edith Miles e David Davies, explica essa última obser- 
vação. A proteína forma um complexo simétrico a-p-p-a 
com 150 Â de comprimento e simetria dupla (Fig. 26.64), 
no qual os sítios ativos de subunidades a e [3 vizinhas estão 
separados por —25 A. Esses sítios ativos estão unidos por 
um túnel preenchido com solvente, que é suficientemente 


amplo para permitir a passagem do substrato intermediário, 
o indol. Essa estrutura, a primeira em que a presença de 
um túnel entre sítios ativos foi observada, sugere a série de 
eventos descrita a seguir. O substrato indol-3-glicerolfos- 
fato liga-se à subunidade a por uma abertura em seu sítio 
ativo, sua “porta da frente”, e o produto gliceraIdeído-3- 
-fosfato deixa a enzima pela mesma via. Da mesma ma- 
neira, o sítio ativo da subunidade |3 possui uma “porta da 
frente” aberta para o solvente, por meio da qual a serina 
entra e o triptofano é liberado. Os dois sítios ativos tam- 
bém possuem “portas de trás”, que são conectadas pelo 
túnel. O intermediário indol, presumivelmente, difunde-se 
entre os dois sítios ativos através do túnel e, assim, não 
escapa para o solvente. 
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FEGURÂ 26.63 A biossíntese de fenilalanina» triptofano e tirosina a partir do corismato. As enzimas da via são (1) antranilato - 
-sintase, (2) antranilato-fosforribosiltransferase, (3) A-(5'-fosforribosil)antranilato-isomerase, (4) indol-3-glicerolfosfato-sintase, 
(5) triptofano-sintase, subunidade a, (6) triptofano-sintase, subunidade |3, (7) corismato-mutase, (8) prefenato-desidrogenase, (9) 
aminotransferase, ( 10 ) prefenato-desidratase e ( 11 ) aminotransferase. 


Interações alostéricas entre as sub unidades para con- 
trolar a atividade da subunidade a também asseguram que 
o indol seja liberado apenas quando a subunidade p esteja 
pronta para aceitá-lo. 


Michael Dunn demonstrou que a eliminação de água da 
base de Schiff serina-PLP na subunidade p, para formar uma 
base de Schiff aminoacrilato-PLP como intermediário, 
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FIGURA 26.64 Um diagrama em fitas da enzima bifundonal 
triptofano -sinta se de S. typhimurium . É mostrado apenas 
um protômero a|3 desse heterotetrâmero a|3|3a de simetria de 
ordem dois. A subunidade a está mostrada em azul, o domínio 
N-terminal da subunidade |3, em cor de laranja, o domínio C- 
-terminal, em cor de laranja avermelhado, e todas as folhas (3, 
em bronze. O sítio ativo da subunidade a é localizado por meio 
de seu inibidor competitivo a ele ligado, o indolpropanol fosfa- 
to (IPP, em vermelho, no modelo de esferas e bastões), enquan- 
to aquele da subunidade (3 está marcado por sua coenzima PLP 
{amarelo, no modelo de esferas e bastões ) . A superfície aces- 

o 

sível ao solvente do “túnel” de ~ 25 A de comprimento, que 
conecta os sítios ativos das subunidades a e (3, está delimitada 
por uma superfície pontilhada em amarelo. Várias moléculas 
de indol ( verdes , no modelo de esferas e bastões ) foram mode- 
ladas dentro do túnel, em disposição cabeça-cauda, desse modo 
demonstrando que o túnel tem superfície suficientemente am- 
pla para permitir que o produto indol da subunidade a passe 
através do túnel para o sítio ativo da subunidade (3. (Cortesia 
de Craig Hyde, Edith Miles e David Davies, National Institutes 
of Health, EUA.) Ver Exercício interativo 25 


H 2 C 






desencadeia uma alteração conformacional que ativa a subu- 
nidade a a produzir o indol. A difusão do indol para a subu- 
nidade p a fim de reagir com esse intermediário resulta então 
na formação do triptofano. 

A canalização pode ser especialmente importante para o 
indol, uma vez que essa molécula apoiar poderia escapar da 
célula bacteriana, difundindo- se através da membrana plas- 


FIGURA 26.65 ( Página ao lado ) A biossíntese da histidina. 

As enzimas da via são (1) ATP-fosforribosiltransferase, 

(2) pirofosfo-hidrolase, (3) fosforribosil-AMP-ciclo-hidrolase, 

(4) fosforribosilformimino-5-aminoimidazol-carboxamida- 
-ribonucleotídeo-isomerase, (5) imidazol-glicerolfosfato-sintase 
(uma glutamina-amidotransferase), (6) imidazol-glicerolfosfato- 
-desidratase, (7) L-histÍdinoIfosfato-aminotransferase, (8) histidi- 
nolfosfato-fosfatase e (9) histidinol-desidrogenase. 


mática e outras membranas. Foram vistos fenômenos seme- 
lhantes em reações envolvendo glutamina-amidotransferases 
(Seções 26.2Aa e 26.5Aa), assim como na série de reações 
catalisadas pela ácido graxo-sintase, em que o produto em 
crescimento é mantido na vizinhança do sítio ativo da enzima 
multifuncional por ligação covalente ao braço flexível fosfo- 
panteteína da enzima (Seção 25.4Ca). A canalização também 
está implicada na biossíntese com múltiplas etapas das puri- 
nas e pirimidinas (Seções 28.1 A e 28.2 A). 

e. Biossíntese da histidina 

Cinco dos seis átomos de carbono da histidina são derivados 
do 5-fosforribosil-a-pirofosfato (PRPP; Fig. 26.65), um in- 
termediário também envolvido na biossmtese de triptofano 
(Fig. 26.63, Reação 2), nucleotídeos purínicos (Seção 28.1 A) 
e nucleotídeos pirimidínicos (Seção 28.2A). O sexto carbono 
da histidina origina-se do ATP. Os átomos do ATP que não 
são incorporados na histidina são eliminados como 5-ami- 
noimidazol-4-carboxamida-ribonucleotídeo (AICAR; Fig. 
26.65, Reação 5), que também é um intermediário na bios- 
síntese das purinas (Seção 28.1 A). 

A biossíntese da histidina, uma síntese bastante inco- 
mum, a partir de uma purina tem sido citada como uma evi- 
dência a favor da hipótese de que a vida foi originalmente 
fundamentada no RNA (Seção 1.5Ca). Resíduos de His, 
como visto, com frequência são componentes dos sítios ativos 
das enzimas, onde atuam como nucleófilos e/ou catalisado- 
res acidobásicos gerais. A descoberta de que o RNA pode ter 
propriedades catalíticas (Seção 31.4Ae) sugere que a porção 
imidazol das purinas possa desempenhar um papel semelhan- 
te nessas enzimas RNA (ribozimas). Isso sugere ainda que a 
via de biossíntese da histidina é um “fóssil” da transição para 
formas de vida mais eficientes, com base em proteínas. 


6 FIXAÇÃO DO NITROGÊNIO 

Os elementos químicos que mais se sobressaem nos sistemas 
vivos são O, H, C, N e P. Os elementos O, H e P ocorrem de 
maneira ampla em formas metabolicamente disponíveis (p. ex., 
HoO, 0 2 e Pi). Entretanto, C0 2 e N 2 , as principais formas dispo- 
níveis de C e N, são extremamente estáveis (não reativas). Por 
exemplo, a ligação tripla N =N possui uma energia de ligação 
de 945 kJ • mol~ 1 (em comparação com 351 kJ • moF 1 na ligação 
simples C — O). O C0 2 , com poucas exceções, é metabolizado 
(fixado) apenas por organismos fotossintéücos (Capítulo 24). A 
fixação do N 2 é ainda menos comum ; esse elemento é convertido 
em formas metabolicamente úteis por apenas poucas linhagens 
de bactérias, denominadas diazotróficm. 

As bactérias diazotróficas do gênero Rhizobium vivem 
em relação simbiótica com células de nódulos das raízes de 
leguminosas (plantas da família da ervilha, incluindo feijões, 
trevo e alfafa; Fig. 26.66), onde convertem N 2 a NH 3 : 
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N 2 + 8H 1 + 16ATP + 16H 2 0 + 8e > 

2NH 3 + H, + 16ADP + 16P ; 

O NHj assim formado pode ser incorporado, seja ao gluta- 
mato, pela glutamato-desidrogenase (Seção 26.1B), seja à 
glutamina, pela glutamina-sintase (Seção 26.5Ab). Esse sis- 
tema fixador de nitrogênio produz mais nitrogênio metabo- 
licamente útil do que a leguminosa necessita; o excesso é ex- 
cretado para o solo, enriquecendo-o. É, portanto, comum, na 
prática agrícola, plantar alfafa em um campo a cada poucos 
anos, fornecendo nitrogênio útil no solo para uso posterior 
no cultivo de outras culturas. 

a. A nitrogenase contém novos centros redox 
A nitrogenase, que catalisa a redução do N 2 dando NH 3 , é 
um complexo de duas proteínas: 

L A Fe-proteína, um homodímero que contém um centro 
[4Fe-4S] e dois sítios de ligação ao ATP. 

2. A MoFe -proteína, um heterotetrâmero cr 2 |3 2 , que contém 
Fe e Mo. 

A estrutura por raios X da nitrogenase do Azotobacter vine- 
landii em complexo com o inibidor ADP • A1F 4 ” (que mime- 
tiza o estado de transição na hidrólise do ATP), determinada 
por Douglas Rees, revela que cada MoFe-proteína associa-se 
com duas moléculas de Fe-proteína (Fig. 26.67). 

O centro [4Fe-4S] do dímero da Fe-proteína localiza-se 
em uma fenda exposta ao solvente entre as duas subunida- 



FIQURA 26.66 Fotografia mostrando os nódulos da raiz de 
uma leguminosa, o comichão ( Lotus comiculatus ). (Vu/Cabis- 
co/Visuals Unlimited.) 

des e liga-se simetricamente à Cys 97 e à Cys 132 de ambas 
sub unidades, de forma que uma Fe-proteína assemelha-se 
a uma “borboleta de ferro”, tendo o centro [4Fe— 4S] como 
sua cabeça. Seus dois sítios idênticos de ligação a nucleotí- 
deos estão localizados na interface entre as duas subunida- 
des. O centro [4Fe-4S] cicia entre seus estados de oxidação 
+1 e +2. 

As subunidades a e [3 da MoFe-proteína adotam do- 
bramentos semelhantes e associam-se intensamente, for- 


% r 



FiGUR.4 26 67 Estrutura por raios X da nitrogenase de A. vinelandii, em complexo com ADP • A1F 4 ~. A enzima, que é obser- 
vada ao longo de seu eixo de simetria molecular de ordem 2, é um hetero-octâmero (a(3y 2 ) 2 , no qual o arranjo das subunidades 
(3-a-ct-p, a MoFe-proteína, está flanqueado por duas Fe-proteínas y 2 , cujas subunidades, de 289 resíduos, estão relacionadas por 
simetria local de ordem dois. As subunidades a (dano e magenta ; 491 resíduos) e (3 ( vermelho-claro e azul-claro ; 522 resíduos) ho- 
mólogas estão relacionadas por uma pseudossimetria de ordem dois. As duas subunidades y, cada uma formando uma Fe-proteína 
(cor-de-rosa e verde, com seus segmentos Comutador I e Comutador II em vermelho e azul), ligam-se à MoFe-proteína com o eixo 
de simetria de ordem 2 que as associa coincidindo com o eixo de pseudossimetria de ordem dois que associa as subunidades a e (3 
da MoFe-proteína. O ADP ■ A1F 4 ~, o centro [4Fe—4S], o cofator FeMo e o centro P estão desenhados na forma de volume atômi- 
co, com C verde, N azul, O vermelho, S amarelo, Fe cor de laranja, Mo cor-de-rosa e o íon A1F 4 ” púrpura. (Com base na estrutura 
por raios X obtida por Douglas Rees, Califórnia Institute of Technology, EUA. PDBid 1N2C.) (jfl, Ver Exercício interativo 26 
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mando um dímero ap com pseudossimetria de ordem dois, 
sendo que dois desses dímeros associam- se mais frouxa- 
mente, formando um tetrâmero a 2 p 2 com simetria de or- 
dem dois (Fig. 26.67). Cada dímero ap possui dois centros 
redox ligados: 

1. O centro-P (Fig. 26.68o, b ) consiste em dois centros 
[4Fe-3S] unidos por meio de um íon sulfeto adicional, repre- 
sentando o oitavo vértice de cada um dos centros, formando 
estruturas semelhantes a cubos unidas por uma ponte formada 
pelos grupos tiol de duas Cys, sendo que cada grupo tiol faz 
uma ligação coordenada a um Fe de cada centro. Quatro outros 
grupos tiol de Cys ligam-se, por coordenação, aos quatro áto- 
mos de Fe restantes. As posições de dois átomos de Fe de cada 
um dos centros [4Fe-3S] mudam com a oxidação, rompendo 
as ligações desses átomos de Fe com o íon sulfeto que os une. 
Essas ligações são substituídas, no estado oxidado, por um oxi- 
gênio de uma Ser que se liga a um dos átomos de Fe e por uma 
ligação do outro átomo de Fe ao N amídico de uma Cys. 

2. O cofator FeMo (Fig. 26.68c) consiste em um centro 
[4Fe-3S] e um centro [lMo-3Fe-3S] unidos por três íons 
sulfeto. O átomo de Mo do cofator FeMo apresenta coor- 
denação aproximadamente octaédrica a três cofatores íons 
sulfeto, um nitrogênio imidazol de uma His e dois oxigénios 
de um íon ligado, o homocitrato, 


OH 

"COO — ch 2 — ch 2 — c— ch 2 — COO" 

COO” 

Homocitrato 

(um componente essencial do cofator Fe-Mo). O cofator 
FeMo contém uma cavidade central, a qual, conforme reve- 
lado pela estrutura por raios X de alta resolução (1,16 À) da 
FeMo-proteína de A. vinelandii , também determinada por 
Rees, contém provavelmente um átomo de nitrogênio (em- 
bora um átomo de C ou de O não possam ser descartados). 
Este suposto átomo de N estaria ligado aos seis átomos cen- 
trais de Fe do cofator FeMo, de forma que ele completa o 
ambiente de coordenação aproximadamente tetraédrico de 
cada um desses átomos de Fe. 

O cofator FeMo está localizado —10 Á abaixo da super- 
fície da sub unidade a, de modo que, acredita-se, o N 2 tem 
acesso a seu sítio de ligação por meio de flutuações confor- 
macionais da proteína ( lembre que, da mesma forma, a mio- 
globina e a hemoglobina não possuem uma via livre para o 
0 2 aproximar-se de seus sítios de ligação no heme; Seção 10- 
2). O centro P, que está também —10 Â abaixo da superfície 
da proteína, encontra-se na interface entre as subunidades a 



F GURA 26.68 Os grupos prostéticos da MoFe-proteína da ni- 
trogenase. As moléculas estão desenhadas em forma de esferas 
e bastões, com C verde, N azul, O vermelho, S amarelo, Fe cor 
de laranja e Mo cor-de-rosa. (a) O centro P reduzido da Kleb- 
siella pneumoniae. Ele consiste em dois complexos [4Fe— 3S] 
unidos por meio de um íon sulfeto adicional, que forma o oitavo 
canto de cada estrutura do tipo de um cubo, e unidos por dois 
íigantes tióis Cys, cada um deles estabelecendo uma ligação 
coordenada com um Fe de cada centro. Quatro tióis de Cys adi- 
cionais estabelecem ligações coordenadas com os quatro outros 
átomos de Fe. (b) O centro P da K. pneumoniae oxidado após 
perder 2 elétrons. Em comparação com o complexo reduzido, 
na Parte a, duas das ligações Fe— S do íon sulfeto localizado centralmente, que unem os dois centros [4Fe-3Sj, foram substituídas 
por Íigantes do N amídico da Cys 87a e do O da cadeia lateral da Ser 186(3, produzindo um centro [4Fe-3S] (ã esquerda ) e um cen- 
tro [4Fe— 4S] (à direita ), que continuam unidos por uma ligação direta Fe— S e por duas ligações formadas por tióis Cys. (c) O cofa- 
tor FeMo de A, vinelandii. Ele consiste em um centro [4Fe— 3S] e um centro [IMo— 3Fe— 3S], que são unidos por três íons sulfeto. O 
cofator FeMo está unido à proteína por apenas dois Íigantes em suas extremidades opostas, um da His 442a ao átomo Mo e o outro 
da Cys 275a ao átomo Fe. O átomo Mo está, além disso, duplamente ligado ao homocitrato. O mais provável é que um átomo de N 
(esfera azul) esteja ligado aos seis átomos de Fe centrais do centro FeMo ( linhas tracejadas pretas ). (Partes aeb com base em estru- 
turas por raios X obtidas por David Lawson, Centro John Innes, Norwich, Reino Unido. A Parte c é baseada em uma estrutura por 
raios X obtida por Douglas Rees, Califórnia Institute of Technology, EUA. PDBids \a\ 1QGU, [b] 1QH1 e [ c ] 1M1N.) 
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e (3, no eixo de pseudossimetria de ordem dois que, grosseira- 
mente, relaciona essas duas subunidades. O eixo de simetria 
de ordem 2 da Fe-proteína e o eixo de pseudossimetria de 
ordem 2 das MoFe-proteínas coincidem em seus complexos. 

A Fe-proteína hidrolisa duas moléculas de ATP para cada 
elétron que transfere a partir de seu centro [4Fe-4S]~ 1 para o 
centro P. Uma vez que os sítios de ligação de nucleotídeos e o 
centro [4Fe-4S] na Fe-proteína estão separados por —20 À, 
uma distância grande demais para acoplamento direto entre a 
transferência de elétrons e a hidrólise de ATP, esses proces- 
sos parecem estar acoplados de forma alostérica por meio de 
alterações conformacionais na interface da subunidade. De 
fato, porções da Fe-proteína assemelham-se às das proteínas 
G, em que a hidrólise de nucleotídeos está acoplada a alte- 
rações conformacionais que controlam as ações da proteína 
(Seções 19.2Cb e 19.3Cf). Mais especificamente, duas regiões 
da Fe-proteína, designadas Comutador I e Comutador II 
(Fig. 26.67), são homólogas àquelas da Ras (Seção 19.3Cf). A 
ligação de ADP ■ A1F 4 ~ à Fe-proteína induz alterações con- 
formacionais no Comutador I, as quais afetam as interações 
entre a Fe-proteína e a MoFe-proteína, e no Comutador II, as 
quais afetam o ambiente do centro [4Fe-4SJ. 

Na nitrogenase, o centro [4Fe-4S] da Fe-proteína aproxi- 
ma-se a uma distância de — 14 À do centro P na MoFe-proteína, 
enquanto o centro P e o cofator FeMo estão distanciados por 
—13 À. Assim, a sequência de etapas na transferência de elé- 
trons para a reação da nitrogenase parece ser 

[4Fe— 4s ] centro > P-centro > 

FeMo-cofator > N 2 

Desse modo, o papel da hidrólise do ATP parece ser o de esta- 
bilizar uma conformação na Fe-proteína que ela não pode ob- 
ter por si só e que facilita a transferência de elétrons do centro 
[4Fe - 4S] na Fe-proteína para o centro P na MoFe-proteína. 

b. A redução do N 2 tem um custo energético 
A fixação do nitrogênio requer dois outros participantes, 
além do N 2 e da nitrogenase: (1) uma fonte de elétrons e (2) 
ATP. Elétrons são gerados oxidativa ou fotossinteticamente, 
dependendo do organismo. Esses elétrons são transferidos à 
ferredoxina (Seção 22.2Cla), um carreador de elétrons con- 
tendo um centro [4Fe-4S], que transfere um elétron à Fe- 
proteína da nitrogenase, começando o processo de fixação 
do nitrogênio (Fig. 26.69). Duas moléculas de ATP ligam-se 
à Fe-proteína reduzida e são hidrolisadas à medida que cada 
elétron é transferido dessa proteína para a MoFe-proteína. 
A alteração conformacional induzida pela hidróüse do ATP 
na Fe-proteína muda o potencial redox desta, de -0,29 para 


-0,40 V, de modo que o elétron pode reduzir o N 2 (%° r — 
-0,34 V para a semicélula N 2 + 6H + 6e / / 2NH 3 ) . 

A redução real do N 2 ocorre sobre a MoFe-proteína, em 
três etapas discretas, cada uma envolvendo um par de elétrons: 


2H + + 2e 


N^N 


2H + + 


2e 


/ 

H 


\ 

H 


2H + + 2e 



H 

H 


\ 

/ 

H— N— N— H - 

N- 

-N -A 


2NH- 


Di-imina Hidrazina 

Uma transferência de elétrons deve ocorrer seis vezes por 
molécula de N 2 fixada, de modo que é necessário um total 
de 12 moléculas de ATP para fixar uma molécula de N 2 . 
Embora o sítio de ligação do N 2 seja quase certamente o 
cofator FeMo, o mecanismo exato pelo qual o N 2 liga-se e é 
reduzido ainda é assunto de especulação. Estudos teóricos 
sugerem que os átomos de Fe arranj ados em prisma no cofa- 
tor FeMo fornecem sítios de interação favoráveis para o N 2 
e seus produtos reduzidos. De fato, parece altamente prová- 
vel que o átomo de N supostamente ligado ao cofator FeMo 
(Fig. 26.68c) participe da redução do N 2 . 

A nitrogenase também reduz H,0 a H 2 , o qual, por sua 
vez, reage com a di-imina para formar novamente o N 2 : 

HN=NH + H 2 ► N 2 + 2H 2 


O ciclo fútil resultante é favorecido quando o nível de ATP é 
baixo e/ou quando a redução da Fe-proteína é lenta. Mesmo 
em situações em que há amplo fornecimento de ATP, esse 
ciclo não pode ser suprimido para além de aproximadamente 
uma molécula de H 2 produzida por N 2 reduzido, de modo 
que isso parece ser um requisito da reação da nitrogenase. O 
custo total da redução do N 2 é, portanto, 8 elétrons transferi- 
dos e 16 ATPs hidrolisados (fisiologicamente, equivalente a 
20 a 30 ATPs) . Assim, a fixação do nitrogênio é um processo 
energeticamente custoso; de fato, as bactérias fixadoras de 
nitrogênio, nos nódulos das raízes dos pés de ervilhas, con- 
somem aproximadamente 20% do ATP que a planta produz. 

c. A legemoglobina protege a nitrogenase da tnatfvação peto 
oxigênio 

A nitrogenase é rapidamente inativada pelo 0 2 , de modo 
que a enzima deve ser protegida dessa substância reativa. 
Cianobactérias (bactérias fotossintéticas que produzem oxi- 
gênio; Seção 1.1 Ab) conseguem essa proteção executando a 
fixação do nitrogênio em células especializadas não fotossinté- 
ticas, denominadas heterocistos, que possuem o Fotossistema 
I, mas não apresentam o Fotossistema II (Seção 24.2Ca). Nos 


FIGURA 26.69 O fluxo de elétrons na re- 
dução do N 2 catalisada pela nitrogenase. 


2ADP + 2P, 
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nódulos das raízes das leguminosas (Fig. 26.66), no entanto, 
essa proteção é fornecida por meio da síntese simbiótica de 
legemoglobina. A porção globina dessa proteína monomérica 
ligadora de oxigênio, de ~ 145 resíduos de aminoácidos, é sin- 
tetizada pela planta (uma curiosidade evolutiva, uma vez que, 
com exceção dessa globina, as demais ocorrem apenas em ani- 
mais), enquanto o núcleo heme é sintetizado pelo Rhizobium. 
A legemoglobina apresenta uma afinidade muito grande pelo 
0 2 , de modo que mantém a p0 2 suficientemente baixa, prote- 
gendo a nitrogenase ao mesmo tempo em que fornece trans- 
porte passivo de 0 2 para a bactéria aeróbia. 

d. A instalação de uma maquinaria fixadora de nitrogênio em 
plantas não leguminosas revolucionaria a agricultura 
Embora o N 2 atmosférico sej a, em última análise, a fonte pri- 
mária de nitrogênio para todos os organismos vivos, a maior 
parte das plantas não dá suporte para o crescimento simbió- 
tico de bactérias fixadoras de nitrogênio. Desse modo, elas 
dependem de uma fonte de nitrogênio “pré-fixado”, como 
nitrato ou amónia. Esses nutrientes podem ser originados por 
descargas de relâmpagos (que é fonte de —10% do nitrogênio 
fixado naturalmente), por degradação de matéria orgânica no 
solo ou pela aplicação de fertilizantes. O processo de Haber, 
que foi inventado por Fritz Haber em 1910, é um processo 
químico para a fixação de N 2 , que é ainda bastante utilizado 
na fabricação de fertilizantes, Esse processo envolve a redu- 
ção direta do N 2 pelo H 2 para formar NH 3 e requer tempera- 
turas de 300 a 500°C, pressões acima de 300 atm e um catalisa- 
dor contendo Fe. É intrigante que o espaçamento dos átomos 
de Fe na superfície desse catalisador assemelha-se àquele dos 
átomos centrais de Fe no cofator FeMo (Fig. 26.68c). 

Um dos principais objetivos a longo prazo da engenharia 
genética é induzir plantas não leguminosas de culturas im- 
portantes a fazerem fixação de nitrogênio, uma empreitada 


complexa, em que devem ser criadas plantas que ofereçam 
um ambiente hospitaleiro para a fixação de nitrogênio, além 
de adquirirem a maquinaria enzimática para fazê-lo. Isso 
propiciaria que os agricultores, particularmente em países 
em desenvolvimento, não mais necessitassem adquirir fertili- 
zantes ou deixar parte da terra periodicamente sem cultivo (a 
fim de permitir o crescimento de leguminosas), ou ainda em- 
pregar técnicas utilizando queimadas, que estão destruindo 
rapidamente as florestas tropicais do planeta e contribuindo 
de forma significativa para o efeito estufa (poluição de C0 2 
na atmosfera causando aquecimento global a longo prazo). 

e. O ciclo do nitrogênio descreve a interconversão do 
nitrogênio na biosfera 

A amónia produzida pela reação da nitrogenase e incorporada 
em aminoácidos é, no final, reciclada na biosfera, como descrito 
no ciclo do nitrogênio (Fig. 26.70). O nitrato é produzido por 
certas bactérias que oxidam o NH 3 a N0 2 e então a N0 3 , um 
processo denominado nitrificação. Outros organismos, por sua 
vez, convertem nitrato novamente em N 2 , o que é conhecido 
como desnitrificação. Além disso, o nitrato é reduzido a NH 3 
por plantas, fungos e muitas bactérias, um processo chamado 
amonificação, no qual a nitrato-redutase catalisa a redução de 
nitrato a nitri to (N0 2 ~), com transferência de dois elétrons: 

N0 3 + 2H f + 2e > NOJ + H O 

e então a nitrito-redutase converte nitrito em amónia: 

N0 2 " + 7H + + 6e~ > NH 3 + 2H 2 0 

A oxidação anaeróbia direta de NH 3 em N 2 sem a produção 
de nitrato como intermediário, o reverso da fixação de nitro- 
gênio, foi descoberta recentemente em certas bactérias. 
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FIGURA 26.70 O eido do nitrogênio. A fixação 
do nitrogênio pela nitrogenase converte o N 2 em amó- 
nia, que é biologicamente útil. Nitrato também pode ser 
convertido em amónia pelas ações sequenciais da nitrato-redutase 
e da nitrito-redutase. A amónia é transformada em N2 por nitrificação, 
seguida de desnitrificação. A amónia pode ser assimilada em biomoléculas 
nitrogenadas, as quais podem ser decompostas, liberando novamente a amónia. 
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RESUMO DO CAPÍTULO 


1 Desaminação dos aminoãcidos Os aminoácidos são precur- 
sores de numerosos compostos contendo nitrogênio, tais como 
heme, aminas fisiologicamente ativas e glutationa. Os aminoácidos 
em excesso são convertidos em intermediários metabólicos comuns 
para utilização como combustível. A primeira etapa na degradação 
dos aminoácidos é a remoção do grupo a-amino por transamina- 
ção. As transaminases requerem piridoxal -fosfato (PLP) e con- 
vertem os aminoácidos em seus a-cetoácidos correspondentes. O 
grupo amino é transferido para o a-cetoglutarato, formando gluta- 
mato, para o oxalacetato, formando aspartato, ou para o piruvato, 
formando alanina. O glutamato é subsequentemente desaminado 
de forma oxidativa pela glutamato-desidrogenase (GDH), produ- 
zindo amónia e regenerando o a-cetoglutarato. Hiperinsulinismo/ 
hiperamonemia (HI/HA), uma doença genética, é causada por 
uma mutação do gene da GDH, que reduz a capacidade do GTP 
de inibir a GDH. 

2 0 ciclo da ureia No ciclo da ureia, os grupos amino originá- 
rios do NH 3 e do aspartato se combinam com o HC0 3 _ para for- 
mar ureia. Essa via ocorre no fígado, parcialmente na mitocôndria e 
parcialmente no citosol. Ela inicia com a condensação dependente 
de ATP de NH 3 e HC0 3 , catalisada pela carbamoilfosfato-sintase, 
uma enzima contendo um túnel de 96 A de comprimento que co- 
necta seus três sítios ativos, e por meio do qual são canalizados seus 
produtos intermediários altamente reativos. O carbamoilfosfato re- 
sultante combina-se então com a ornitina para produzir a citrulina, 
que se combina com o aspartato para formar o argininossuccinato, o 
qual, por sua vez, é clivado, dando fumarato e arginina. A arginina 
é então hidrolisada gerando ureia, que é excretada, e ornitina, que 
reinicia o ciclo da ureia. O IV-acetilglutamato regula o ciclo da ureia, 
ativando alostericamente a carbamoilfosfato-sintase. 

3 Degradação metabõíica dos aminoácidos Os a-cetoácidos, 
produtos das reações de transaminação, são degradados produzin- 
do intermediários do ciclo do ácido cítrico ou seus precursores. Os 
aminoácidos leucina e lisina são cetogênicos, pois são convertidos 
apenas nos precursores dos corpos cetônicos, acetil-CoA e acetoa- 
cetato. Os demais aminoácidos são, ao menos em parte, glicogêni- 
cos, pois são convertidos em piruvato, oxalacetato, a-cetoglutarato, 
succinil-CoA ou fumarato, que são precursores da glicose. Alanina, 
cisteína, glicina, serina e treonina são convertidos em piruvato. A 
serina-hidroximetiltransferase catalisa a clivagem dependente de 
PLP da ligação C o — C a da serina para formar a glicina. Essa reação 
requer a transferência de um grupo metileno do A^Ar-metileno- 
-tetra-hidrofolato, o qual é obtido pelo tetra-hidrofolato (THF) a 
partir do sistema de clivagem da glicina, um sistema multienzimá- 
tico. A asparagina e o aspartato são convertidos em oxalacetato. O 
a-cetoglutarato é produto da degradação dos aminoácidos arginina, 
glutamato, glutamina, histidina e prolina. Metionina, isoleucina e 
valina são degradadas produzindo succinil-CoA. A degradação da 
metionina envolve a síntese de S-adenosilmetionina (SAM), um íon 
sulfônio que atua como doador de metila em muitas reações bios- 
sintéticas. A hiper-homocisteinemia, um fator de risco para doenças 
cardiovasculares, prejuízo cognitivo e defeitos no desenvolvimento 
do tubo neural, é causada pela deficiência em sua degradação, de- 


pendente de folato. A doença do xarope de bordo (DXB) é causada 
por um defeito herdado na degradação dos aminoácidos de cadeia 
ramificada. As vias de degradação dos aminoácidos de cadeia rami- 
ficada contêm reações comuns a todas as oxidações de acil-CoA. O 
triptofano é degradado em alanina e acetoacetato. A fenilalanina e 
a tirosina são degradadas, produzindo fumarato e acetoacetato. A 
maioria dos indivíduos com a doença hereditária fenilcetonuria não 
possuem a fenilalanina-hidroxilase (PAH), que converte fenilalani- 
na em tirosina. 

4 Aminoácidos como precursores biossintéticos O núcleo 
heme é sintetizado a partir de glicina e succinil-CoA. Esses pre- 
cursores são condensados, formando o ácido B-aminolevulínico 
(ALA), o qual cicliza, formando o pirrol porfobilinogênio (PBG). 
Quatro moléculas de PBG condensam, formando uroporfobilino- 
gênio III, o qual prossegue na via para formar o heme, em que a 
reação final, a inserção de Fe(II) na protoporfirina IX, é catalisada 
pela ferroquelatase. Defeitos na biossíntese do heme, conhecidos 
como porfirias, apresentam uma variedade de sintomas bizarros. 
O heme é degradado, formando tetrapirróis lineares, que são sub- 
sequentemente excretados como pigmentos biliares. Os hormô- 
nios e neurotransmissores l-DOPA, adrenalina, nor adrenalina, 
serotonina, ácido ■y-aminobut ír ico (GABA) e histamina são todos 
sintetizados a partir de aminoácidos. A glutationa, um tripeptídeo 
sintetizado a partir de glutamato, cisteína e glicina, está envolvida 
em vários processos metabólicos, de proteção e de transporte. O 
tetra-hidrofolato é uma coenzima que participa na transferência de 
unidades C r 

5 Biosst n ese dos aminoácidos Os aminoácidos são necessários 
em muitas funções vitais do organismo. Aqueles aminoácidos que os 
mamíferos podem sintetizar a partir de esqueletos de carbonos dos 
a-cetoácidos comuns e de nitrogênio a-amino pré-formado, como 
aquele do glutamato, são denominados aminoácidos não essenciais; 
aqueles aminoácidos que os mamíferos devem obter a partir de suas 
dietas são denominados aminoácidos essenciais. A biossíntese de 
aminoãcidos não essenciais envolve vias relativamente simples, en- 
quanto aquelas que formam os aminoácidos essenciais em geral são 
mais complexas. 

6 Fixação do nitrogênio Embora a fonte do nitrogênio para a 
biossíntese dos aminoácidos seja, em última análise, o N 2 atmos- 
férico, esse gás quase inerte deve inicialmente ser reduzido para 
produzir uma forma metabolicamente útil, NH 3 , por fixação do 
nitrogênio. Esse processo ocorre apenas em certos tipos de bac- 
térias, um gênero dos quais ocorre em simbiose com legumino- 
sas. O N 2 é fixado nesses organismos por uma enzima sensível ao 
oxigênio, a nitrogenase, que consiste em duas proteínas: o dímero 
Fe-proteína, que contém um centro [4Fe— 4S] e dois sítios para li- 
gação de ATP, e o tetrâmero a 2 p 2 MoFe-proteína, que contém um 
centro P (o qual consiste em dois centros [4Fe— 3S], unidos por um 
íon sulfeto) e um cofator FeMo (um centro [4Fe— 3S] e um centro 
[IMo— 3Fe— 3S] unidos por três íons sulfeto e coordenados com 
homocitrato) em cada dímero a(3. Cada um desses cofatores fun- 
ciona como um carreador de dois elétrons para a redução movida a 
ATP do N 2 a NH 3 . 
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PROBLEMAS 


1. Escreva a reação para a transaminação de um aminoácido em 
termos da notação de Cleland (Seção 14.5A). 

2. Explique por que os sintomas de uma deficiência parcial em 
uma enzima do ciclo da ureia podem ser atenuados por uma dieta 
com baixo conteúdo proteico. 


3 . Por que pessoas com dieta de alto conteúdo proteico são ins- 
truídas a beberem muita água? 

4. Um estudante fazendo determinada dieta gasta 10.000 kJ • 
dia” e excreta 40 g de ureia. Admitindo que o nitrogênio perfaça 
16% do peso da proteína e que seu metabolismo produza 18 kJ ■ g _ ‘, 
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qual a porcentagem das necessidades energéticas desse estudante 
que é satisfeita pela ingestão de proteína? 

5. A produção das enzimas que catalisam as reações do ciclo da 
ureia pode aumentar ou diminuir de acordo com as necessidades 
metabólicas do organismo. Níveis altos dessas enzimas estão asso- 
ciadas com dietas com alto conteúdo proteico, assim como com des- 
nutrição calórica. Explique este aparente paradoxo. 

6. Helicobacter pylori, a bactéria responsável pela úlcera gástri- 
ca, pode sobreviver no estômago (onde o pH, bastante baixo, che- 
ga a 1,5) em parte porque sintetiza grandes quantidades da enzima 
urease. (a) Escreva a equação para a hidrólise da ureia pela urease. 
(b) Explique por que essa reação pode ajudar a estabelecer um am- 
biente mais hospitaleiro para a H. pylori, uma vez que essa bactéria 
tolera pH ácido, mas prefere crescer em pHs próximos ao neutro. 

7. Por que os fenilcetonúricos são advertidos contra a ingestão de 
produtos contendo o adoçante artificial aspartame (NutraSweet , 
nome químico: L-aspartil-L-fenilalanina metiléster)? 

8. Demonstre que a síntese do heme a partir de PBG, marcado 
conforme a Fig. 26.35, resulta no padrão de marcação do heme mos- 
trado na Fig. 26.32. 

9. Explique por que certos fármacos e outros compostos quími- 
cos podem desencadear um ataque de porfiria intermitente aguda. 

10, Heterozigotos para protoporfiria eritropoiética apresentam 
apenas 20 a 30% de atividade residual da ferroquelatase, ao invés dos 
50% normahnente esperados em uma doença herdada autossômica 
dominante. Forneça uma explicação plausível para essa observação. 

11. Um dos sintomas do kwashiorkor, a doença resultante de defi- 
ciência de proteína na dieta em crianças, é a despigmentação da pele 
e do cabelo. Explique a base bioquímica para esse sintoma. 


12. Quais as consequências metabólicas para uma deficiência da 
enzima removedora de uridilil na E. colil 

13. A Reação 9, na Fig. 26.60, indica que a metionina é sintetizada 
em microrganismos pela metilação da homocisteína em uma reação 
na qual o doador de metila é o iV -metil-TFIF. Por outro lado, na de- 
gradação da metionina (Fig. 26.18), sua desmetilação ocorre em três 
etapas, nas quais a SAM é um intermediário. Discuta a razão pela 
qual essa reação não ocorre simplesmente via reversão da reação de 
metilação, em uma única etapa. 

*14. No ciclo da glicose-alanina (Fig. 26.3), o piruvato produzido 
de forma glicolítica é transaminado dando alanina, a qual é ex- 
portada para o fígado, para ser convertido em glicose e retornar à 
célula. Explique como uma célula muscular é capaz de participar 
desse ciclo em condições anaeróbias (durante a contração muscu- 
lar vigorosa). {Dica: a degradação de muitos aminoácidos fornece 

nh 3 .) 

15. Desenhe os intermediários ativados envolvidos na biossínte- 
se da (a) glutamina e da (b) asparagina a partir do glutamato e do 
aspartato, respectivamente, (c) Forneça um exemplo de uma outra 
ativação metabólica de um grupo ácido carboxila, análogo a cada 
uma dessas reações. 

16. O tetrâmero a 2 (3 2 da triptofano-sintase catalisa a reação de- 
pendente de PLP do indol-3-glicerolfosfato e da serina para formar 
o triptofano (Fig. 26.63, Reações 5 e 6). Desenhe as reações quí- 
micas envolvidas nessa síntese, incluindo a participação do PLP, e 
utilize setas curvas para mostrar o fluxo dos elétrons. Qual o papel 
do PLP nessa reação? 

17. Sugira uma razão para o fato de que os heterocistos fixadores 
de nitrogênio das cianobactérias perderam o Fotossistema II, mas 
conservaram o Fotossistema I. 



CAPÍTULO 27 


Metabolismo 
Energético: Integração 
e Especialização dos 
Órgãos 


1 As principais rotas e estratégias do metaboiismo 
energético: Resumo 

2 Especialização dos órgãos 

A. Cérebro 

B. Músculo 

C. Tecido adiposo 

D. Fígado 

E. Rim 

3 Homeostasia metabólica: Regulação do apetite, gasto 
energético e peso corporal 

A. A proteína-cinase dependente de AMP é o indicador do 
nível de combustível da célula 

B. A adiponectina regula a atividade de AMPK 

C. Leptina 

D. Insulina 

E. Grelina e PYY 3 ^ e 

F. Integração hipotalâmica dos sinais hormonais 

G. Controle do gasto energético pela termogênese 
adaptativa 

H. A leptina evoluiu como um gene econômico? 

4 Adaptação metabólica 

A. Jejum 

B. Diabetes melito 


Neste ponto dessa narrativa, j á foram estudadas todas as prin- 
cipais rotas do metabolismo energético. Consequentemente, 
têm-se condições de considerar como os organismos, em 
particular os mamíferos, regem a sinfonia metabólica para 
suprir suas necessidades energéticas. Por isso, este capítulo 
inicia com uma retomada das principais rotas metabólicas e 
de seus sistemas de controle, a seguir considera como esses 
processos são distribuídos entre os vários órgãos do corpo 
e encerra com uma discussão sobre adaptação metabólica, 
incluindo como o corpo mantém o balanço energético (ho- 
meostasia), como lida com os desafios metabólicos do jejum 
prolongado e da obesidade e como responde à perda de con- 
trole resultante do diabetes melito. 

1 AS PRINCIPAIS ROTAS E ESTRATÉGIAS DO 
METABOLISMO ENERGÉTICO: RESUMO 

A Fig. 27.1 indica as inter-relações entre as principais rotas 
envolvidas no metabolismo energético. Essas rotas e seus 
mecanismos de controle serão revistas. 


1. Glicólise (Capítulo 17) A degradação metabólica da 
glicose inicia com sua conversão em duas moléculas de pi- 
ruvato e consequente geração de duas moléculas de trifos- 
fato de adenosina (ATP, do inglês adenosine triphosphaté) 
e duas de NADH. Sob condições anaeróbias, o piruvato é 
convertido em lactato (ou em etanol, nas leveduras) para 
reciclar o NADH a NAD\ Sob condições aeróbias, con- 
tudo, quando a glicólise prepara a glicose para oxidação, 
o NAD é regenerado por meio da fosforilação oxidativa 
(ver a seguir). O fluxo de metabólitos através da rota glico- 
lítica é controlado, em grande parte, pela atividade da fos- 
fofrutocinase (PFK, do inglês phosphofructokinasé). Essa 
enzima é ativada por monofosfato de adenosina (AMP, do 
inglês adenosine monophosphate ) e difosfato de adenosina 
(ADP, do inglês adenosine diphosphate) , cujas concentra- 
ções aumentam à medida que aumentam as necessidades 
de energia metabólica, e é inibida por ATP e citrato, cujas 
concentrações aumentam quando a demanda por energia 
metabólica está reduzida. O citrato, um intermediário do ci- 
clo do ácido cítrico, também inibe a PFK e a glicólise quan- 
do o metabolismo aeróbio suplanta o metabolismo anaeró- 
bio, tornando a oxidação da glicose mais eficiente (o efeito 
Paste ur, Seção 22.4C), e quando a oxidação dos ácidos gra- 
xos e/ou dos corpos ce tônicos (que também são rotas ae- 
róbias) está suprindo as necessidades energéticas (ciclo da 
glicose-ácido graxo ou ciclo de Randle, Seção 22.4Bb). A 
PFK é ativada também pela frutose-2,6-bifosfato, cuja con- 
centração é regulada pelos níveis de glucagon, adrenalina 
e noradrenalina por intermédio do AMP cíclico (AMPc) 
(Seção 18.3Fc). Os níveis de F2,6P no fígado e no múscu- 
lo cardíaco são regulados de modo oposto: um aumento na 
concentração de AMPc causa uma redução na concentra- 
ção de F2,6P no fígado e um aumento no músculo cardíaco. 
No músculo esquelético, contudo, a concentração de F2,6P 
não responde a alterações na concentração de AMPc. 

2. Gliconeogênese (Seção 23.1) Os mamíferos podem sin- 
tetizar glicose a partir de um grande número de precursores, 
incluindo piruvato, lactato, glicerol e aminoácidos glicogêni- 
cos (mas não o fazem a partir de ácidos graxos), utilizando 
rotas existentes principalmente no fígado e no rim. Muitos 
desses precursores são convertidos a oxalacetato, o qual, por 
sua vez, é convertido a fosfoenolpiruvato e então, a glicose, 
por uma série de reações que revertem, em grande parte, a 
rota da glicólise. As etapas irreversíveis da glicólise, aque- 
las catalisadas pela PFK e pela hexocinase, são contornadas 
na gliconeogênese por reações hidrolíticas catalisadas, res- 
pectivamente, pela frutose- 1 ,6-bifosf atase (FBPase) e pela 
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FIGURA 27.1 As principais rotas do metabolismo energético. 


glicose- 6- fosfatase. A FBPase e a PFK podem, ambas, ser 
pelo menos parcialmente ativas de forma simultânea, crian- 
do um ciclo de substrato. Esse ciclo e a regulação recíproca 
dessas duas enzimas são importantes na regulação tanto da 
velocidade como da direção do fluxo pela glicólise e pela gli- 
coneogênese (Seções 17.4F e 23. 1B . A oxidação dos ácidos 
graxos e dos corpos cetônicos pode aumentar a taxa de glico- 
neogênese no fígado pela redução da concentração da F2,6P 
(Seção 18.3Fc). Isso ocorre porque o aumento na concentra- 
ção de citrato que acompanha a ativação do ciclo do ácido 
cítrico durante a oxidação dos ácidos graxos inibe a PFK-2 
e a PFK (Tabela 23.1). A fosfoenolpiruvato-carboxicinase 
(PEPCK, do inglês phosphoenolpyruvate carboxy kinasé) 
contorna a terceira reação irreversível da glicólise, aquela 


catalisada pela piruvato-cinase (PK, do inglês pyruvate kina- 
sé), sendo controlada exclusivamente por regulação transcri- 
cional a longo prazo. 

3. Degradação e síntese do glicogênio (Capítulo 18) O gli- 
cogênio, a forma de armazenamento da glicose nos animais, 
ocorre principalmente no fígado e no músculo. Sua conver- 
são a glicose-6-fosfato (G6P, do inglês glucose-6-phosphaté) 
no músculo para entrada na glicólise e sua conversão a gli- 
cose no fígado são catalisadas, em parte, pela glicogênio- 
-fosforilase, enquanto a rota oposta, de síntese, é mediada 
pela glicogênio-sintase. Essas enzimas são reguladas recipro- 
camente por meio de reações de fosforilação/desfosforilação, 
catalisadas por cascatas de amplificação que respondem aos 
níveis de glucagon e adrenalina, por intermédio do AMPc, e 
de insulina (Seções 18.3E e 19. 4F). A relação glucagon-insu- 
lina é, portanto, um fator crucial na determinação da velocida- 
de e da direção do metabolismo do glicogênio. 

4. Degradação e síntese dos ácidos graxos (Seções 25.1 a 
25.5) Os ácidos graxos são degradados, pela p-oxidação, em 
unidades de dois carbonos (Q), formando acetil-CoA. Eles são 
sintetizados a partir desse composto por uma rota distinta. A 
atividade da rota da p-oxidação varia com a concentração dos 
ácidos graxos. Isso, por sua vez, depende da atividade “sensível 
a hormônio” da triacilglicerol-lipase no tecido adiposo, que é 
estimulada, por meio de reações de fosforilação/desfosforila- 
ção reguladas por AMPc, pelo glucagon e pela adrenalina, mas 
inibida pela insulina. A taxa de síntese de ácidos graxos varia 
com a atividade da acetil-CoA-carboxilase, a qual é ativada por 
citrato e por desfosforilação dependente de insulina e inibida 
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por palmitoil-CoA (um produto da rota) e por fosforilação 
dependente de AMPc e de AMP. A síntese dos ácidos graxos 
está também sujeita à regulação a longo prazo, por meio de al- 
terações nas velocidades de síntese das enzimas que fazem a 
mediação do processo, que são estimuladas pela insulina e ini- 
bidas durante o jejum. A relação glucagon/insutina é, por isso, 
de primordial importância na determinação da velocidade e da 
direção do metabolismo dos ácidos graxos. 

5. Ciclo do ácido cítrico (Capítulo 21) O ciclo do ácido cí- 
trico oxida acetil-CoA, o produto de degradação comum a 
glicose, ácidos graxos, corpos ce tônicos e aminoácidos cetogê- 
nicos, a C0 2 e H 2 0, com a produção concomitante de NADH 
e FADH 2 . Muitos aminoácidos glicogênicos também podem 
ser oxidados no ciclo do ácido cítrico por meio de sua quebra 
a piruvato e depois a acetil-CoA, muitas vezes via cataplero- 
se (consumo) de um intermediário do ciclo (Seção 21.5). As 
atividades das enzimas reguladoras do ciclo, citrato-sintase, 
isocitrato-desidrogenase e ct-cetoglutarato-desidrogenase, são 
controladas pela disponibilidade de substrato e pela retroali- 
mentação negativa por intermediários do ciclo, por NADH e 
por ATP. 

6. Fosforilação oxidativa (Capítulo 22) Essa rota mitocon- 
drial oxida NADH e FADH 2 a NAD e FAD, com a síntese 
acoplada de ATP. A velocidade da fosforilação oxidativa, 
que é rigidamente coordenada com os fluxos metabólicos da 
glicólise e do ciclo do ácido cítrico, é em grande parte depen- 
dente das concentrações de ATP, ADP, P, e de Õ 2 . 

7. A via das pentoses-fosfato (Seção 23.4) Essa rota funciona 
para gerar NADPH, para uso em biossíntese redutora, e para 
formar o precursor dos nucleotídeos, a ribose-5 -fosfato, pela 
oxidação da G6P. Sua geração é catalisada pela glicose-6-fos- 
fato-desidrogenase, a qual é controlada pelo nível de NADP \ 
A capacidade das enzimas em distinguir entre NADH, que é 
utilizado principalmente no metabolismo energético, e NADPH 
permite que o metabolismo energético e a biossíntese sejam regu- 
lados independentemente. 

8. Degradação e síntese dos aminoácidos (Seções 26.1 a 
26.5) O excesso de aminoácidos pode ser degradado a in- 
termediários metabólicos comuns. A maioria dessas rotas 
inicia com uma transaminação do aminoácido ao seu cor- 
respondente a-cetoácido, com a transferência, no final, do 
grupo amino para a ureia pelo ciclo da ureia. A leucina e a 
lisina são aminoácidos cetogênicos, uma vez que podem ser 
convertidos somente em acetil-CoA ou acetoacetato e, por 
isso, não podem ser precursores de glicose. Os demais ami- 
noácidos são glicogênicos e podem ser, pelo menos em par- 
te, convertidos em algum dos precursores da glicose, como 
piruvato, oxalacetato, a-cetoglutarato, succinil-CoA ou fu- 
mar ato. Cinco aminoácidos são tanto cetogênicos quanto 
glicogênicos. Aminoácidos essenciais são aqueles que um 
animal não é capaz de sintetizar, devendo ser obtidos a par- 
tir de plantas ou de fontes microbianas. Os aminoácidos não 
essenciais são sintetizados pelos animais por grupos amino 
pré-formados, utilizando rotas que são geralmente mais sim- 
ples do que aquelas utilizadas na síntese dos aminoácidos 
essenciais. 

Dois compostos estão na intersecção das rotas metabóli- 
cas citadas anteriormente: acetil-CoA e piruvato (Fig. 27.1). 
A acetil-CoA é o produto de degradação da maioria dos 
combustíveis metabólicos, como polissacarídeos, lipídeos e 


proteínas. Seu grupo acetil pode ser oxidado a C0 2 eH,0 
pelo ciclo do ácido cítrico e da fosforilação oxidativa, ou usa- 
do para sintetizar ácidos graxos. O piruvato é o produto da 
glicólise, da desidrogenação do lactato e da quebra de deter- 
minados aminoácidos glicogênicos. Ele pode sofrer descar- 
boxilação oxidativa para gerar acetil-CoA, comprometendo, 
assim, seus átomos com a oxidação ou com a síntese dos áci- 
dos graxos. Alternativamente, ele pode ser carboxilado pela 
piruvato -carboxilase e formar oxalacetato, o qual, por sua 
vez, tanto abastece o ciclo do ácido cítrico com intermediá- 
rios como pode entrar na gliconeogênese via fosfoenolpiru- 
vato, contornando dessa forma uma das etapas irreversíveis 
da glicólise. O piruvato é, portanto, um precursor de vários 
aminoácidos, bem como da glicose. 

As rotas precedentes ocorrem em compartimentos ce- 
lulares específicos. A glicólise, a síntese e a degradação do 
glicogênio, a síntese dos ácidos graxos e a via das pentoses- 
-fosfato ocorrem, na maior parte ou inteiramente, no citosol, 
enquanto a degradação dos ácidos graxos, o ciclo do ácido 
cítrico e a fosforilação oxidativa ocorrem na mitocôndria. 
Diferentes fases da gliconeogênese e da degradação dos ami- 
noácidos ocorrem nos dois compartimentos. O fluxo de me- 
tabólitos através das membranas dos compartimentos é me- 
diado, na maioria dos casos, por carreadores específicos que 
também estão sujeitos à regulação. 

O número enorme de reações enzimáticas que ocorrem 
simultaneamente dentro de uma célula (Fig. 16.1) deve ser 
coordenado e controlado rigidamente para satisfazer às ne- 
cessidades celulares. Essa regulação acontece em muitos 
níveis. As comunicações intercelulares que regulam o meta- 
bolismo ocorrem por meio de determinados hormônios, in- 
cluindo adrenalina, noradrenalina, glucagon e insulina, assim 
como por meio de uma série de hormônios esteroides, co- 
nhecidos como glicocorticoides (cujos efeitos são discutidos 
na Seção 19.1Ga). Esses sinais hormonais desencadeiam um 
grande número de respostas celulares, entre as quais a sínte- 
se a curto prazo de segundos mensageiros, como o AMPc, e 
a modulação a longo prazo da velocidade de síntese de pro- 
teínas. No nível molecular, as velocidades das reações enzi- 
máticas são controladas pela fosforilação/desfosforilação por 
meio de cascatas de amplificação, por respostas alostéricas 
à presença de efetores que são, geralmente, precursores ou 
produtos da rota que está sendo controlada, e pela disponi- 
bilidade de substrato. A maquinaria de regulação das rotas 
anabólicas e catabólicas em geral é organizada de tal forma 
que essas rotas possam ser reciprocamente reguladas. 

2 ESPECIALIZAÇÃO DOS ÓRGÃOS 

Diferentes órgãos possuem funções metabólicas e habilida- 
des diferentes. Nesta seção, será considerado como são su- 
pridas as necessidades especiais dos órgãos dos mamíferos 
e como suas habilidades metabólicas são coordenadas para 
alcançar esse fim. Serão discutidos especificamente o cére- 
bro, o músculo, o tecido adiposo, o fígado e o rim (Fig. 27.2). 

A. Cérebro 

O tecido cerebral tem uma taxa respiratória extremamente 
alta. O cérebro humano, por exemplo, constitui somente 2% 
da massa corporal no adulto, mas é responsável por 20% do 
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FIGURA 27.2 As ínter-relações metabólicas entre cérebro, teddo adiposo, músculo, fígado e rim. As setas vermelhas indicam 
as vias predominantes no indivíduo bem alimentado, quando a glicose, os aminoácidos e os ácidos graxos estão disponíveis direta- 
mente do intestino. 


consumo de 0 2 no indivíduo em repouso. Além disso, esse 
consumo é independente do estado de atividade mental, 
com pequena variação entre o sono e um estado de intensa 
concentração, necessário, por exemplo, para estudar bioquí- 
mica. A maior parte da energia produzida no cérebro serve 
para manter a (Na"-K f )-ATPase da membrana plasmãtica 
em atividade (Seção 20.3A), o que mantém o potencial de 
membrana necessário para a transmissão do impulso nervoso 
(Seção 20.5). Na verdade, a respiração de fatias de cérebro é 
reduzida em 50% pela ouabaína, um inibidor da (Na"-K + )- 
ATPase (Seção 20.3 Af). 

Em condições normais, a glicose constitui o único combus- 
tível para o cérebro (em jejum prolongado, no entanto, o cé- 
rebro gradualmente passa a utilizar os corpos cetônicos; Seção 
27 .4A). De fato, uma vez que as células cerebrais armazenam 


muito pouco glicogênio, elas necessitam um suprimento de gli- 
cose permanente a partir do sangue. Uma concentração san- 
guínea de glicose de menos da metade do valor normal, que é 
de ~5 m M, resulta em disfunção cerebral. Níveis muito abaixo 
desse, causados por exemplo por dose excessiva de insulina, 
resultam em coma, dano irreversível, culminando com a mor- 
te. Por isso, uma das principais funções do fígado é manter os 
níveis sanguíneos de glicose (Seções 18. 3F e 27.2D). 

B. Músculo 

Os principais combustíveis do músculo são a glicose deriva- 
da do glicogênio, os ácidos graxos e os corpos cetônicos. Ao 
contrário do cérebro, o músculo bem nutrido, em repouso, 
sintetiza um estoque de glicogênio que constitui 1 a 2% de 
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sua massa. O glicogênio significa para o músculo um depósito 
de combustível facilmente disponível, já que pode ser conver- 
tido rapidamente em G6P e entrar na glicólise (Seção 18.1). 

O músculo não pode exportar glicose porque não possui 
a glicose-6-fosfatase. Não obstante, esse tecido significa um 
reservatório de energia para o corpo porque, no jejum, suas 
proteínas são degradadas a aminoácidos, muitos dos quais 
são convertidos em piruvato, que por sua vez é transamina- 
do, formando alanina. A alanina é então transportada, via 
corrente sanguínea, para o fígado, onde é transaminada de 
volta a piruvato, que é um precursor da glicose. Esse proces- 
so é conhecido como ciclo da glicose- alanina (Seção 26.1 Ad). 

Como o músculo não realiza gliconeogênese, ele não 
possui a maquinaria que regula o processo em órgãos glico- 
neogênicos, como o fígado e o rim. As células musculares 
não possuem receptores para o glucagon, hormônio que es- 
timula um aumento dos níveis de glicose sanguínea (Seção 
18. 3F). No entanto, elas possuem receptores para adrenali- 
na (receptores p-adrenérgicos; Seção 19. 1F), os quais con- 
trolam, por intermédio do AMPc, a cascata de fosforilação/ 
desfosforilação que regula a síntese e a degradação do glico- 
gênio (Seção 18.3). Esse é o mesmo sistema de cascata que 
controla a competição entre a glicólise e a gliconeogênese no 
fígado em resposta ao glucagon. 

O músculo cardíaco e o esquelético possuem diferentes 
isoenzimas de PFK-2/FBPase-2. A isoenzima do músculo 
cardíaco é controlada por fosforilação de modo inverso à do 
fígado, enquanto a do músculo esquelético não é controlada 
por fosforilação (Seção 18.3F). Por isso, em resposta a um 
aumento na concentração de [AMPc], a concentração de 
F2,6P aumenta no músculo cardíaco, mas diminui no fígado. 
Além disso, a piruvato-cinase do músculo, que catalisa a eta- 
pa final da glicólise, não está sujeita à regulação por fosfori- 
lação/desfosforilação como está a isoenzima hepática (Seção 
23.1Ba). Portanto, enquanto um aumento de AMPc no fígado 
estimula a degradação do glicogênio e a gliconeogênese, re- 
sultando em exportação de glicose, o aumento de AMPc no 
músculo cardíaco ativa a degradação do glicogênio e a glicó- 
lise, resultando em consumo de glicose. Consequentemente, a 
adrenalina, que prepara o organismo para a ação (lutar ou 
correr), atua independentemente do glucagon, o qual, atuando 
reciprocamente com a insulina, regula o nível geral de glicose 
sanguínea. 

a. A contração do músculo é anaeróbia em condições de 
grande esforço 

A contração muscular é impulsionada pela hidrólise de ATP 
(Seção 35.3Bb), sendo por isso dependente da respiração. O 
músculo esquelético, em repouso, utiliza 30% do 0 2 consu- 
mido pelo corpo humano. Sua taxa respiratória pode aumen- 
tar 25 vezes em resposta ao trabalho pesado. Todavia, sua 
taxa de hidrólise de ATP pode aumentar muito mais. O ATP 
é regenerado, inicialmente, pela reação de ADP com fosfo- 
creatina, catalisada pela creatina-cinase (Seção 16.4Cd): 

Fosfocreatina + ADP ^ Creatina + ATP 

(no músculo em repouso, a fosfocreatina é sintetizada pela 
reversão dessa reação). No entanto, sob condições de esforço 
máximo, como ocorre em uma corrida, o músculo tem supri- 
mento de fosfocreatina por cerca de 5 s. Ele deve então pas- 


sar a produzir ATP pela glicólise a partir da G6P resultante 
da degradação do glicogênio, um processo cujo fluxo máxi- 
mo supera em muito o do ciclo do ácido cítrico e da fosforila- 
ção oxidativa. Por isso, a maior parte dessa G6P é degradada 
anaerobiamente a lactato (Seção 17.3 A), que é exportado, 
via ciclo de Cori (Seção 23. 1C), pela corrente sanguínea até 
o fígado, onde é reconvertido em glicose. A gliconeogênese 
requer o ATP gerado pela fosforilação oxidativa. Assim, os 
músculos desviam muito de sua carga respiratória para o fí- 
gado e, consequentemente, também retardam o processo que 
consome 0 2 , fenômeno conhecido como débito de oxigênio. 
A fonte de ATP utilizada durante o exercício com duração 
variada está resumida na Fig. 27.3. 

b. A fadiga muscular tem uma função protetora 
A fadiga muscular, definida como sendo a incapacidade de 
um músculo em manter uma certa potência, ocorre em —20 s 
sob condições de exercício máximo. Essa fadiga não é causa- 
da pelo esgotamento do suprimento de glicogênio do mús- 
culo. Ela pode resultar da geração de prótons pela glicólise, 
que reduzem o pH intramuscular do seu valor de repouso, 
que é 7,0, para 6,4 (a fadiga não resulta, como se acredita, 
da produção de lactato, conforme é demonstrado pela ob- 
servação que os músculos podem manter uma grande potên- 
cia mesmo na presença de uma alta concentração de lactato, 
desde que o pH seja mantido próximo de 7,0). No entanto, 
ainda não está claro como a acidificação causaria a fadiga 
muscular. Outras duas causas propostas para a fadiga são: (1) 
o aumento da concentração do P ; , gerado em grande parte 
pela utilização do ATP, pode precipitar íons Ca 2+ como fos- 
fato de cálcio (que é altamente insolúvel), diminuindo assim 
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FIGURA 27.3 Fontes de ATP durante o exercício em huma- 
nos. O suprimento de ATP endógeno é aumentado por poucos 
segundos pela fosfocreatina, em seguida a glicólise anaeróbia 
gera mais ATP. A troca do metabolismo anaeróbio para o 
aeróbio (fosforilação oxidativa) ocorre em 90 s ou um pouco 
mais tarde em atletas treinados. (Adaptada de McArdle,W.D., 
Katch, F.I., e Katch,V.L., Exercise Physiology, 2nd ed., Lea 
&Febiger (1986), p. 348.) 
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a força muscular (a contração muscular é desencadeada pela 
liberação de Ca 2 ' ; Seção 35.3Cb); e (2) a conhecida liberação 
de K das células musculares em contração pode resultar na 
sua despolarização (Seção 20.5Ba) e, portanto, na redução 
de sua contração. Quaisquer que sejam as causas, parece 
provável que a fadiga seja uma adaptação para impedir que 
as células cometam suicídio por exaurirem seu suprimento 
de ATP (lembrar que a glicólise e outras vias de geração de 
ATP necessitam desse composto para serem iniciadas). 

c. O coração é um órgão predominantemente aeróbio 
O coração é um órgão muscular que deve manter uma ativi- 
dade contínua. Assim, o músculo cardíaco depende inteira- 
mente do metabolismo aeróbio, exceto em curtos períodos 
de esforço extremo. Por essa razão, ele é enriquecido com 
mitocôndrias, que ocupam 40% do espaço citoplasmático, 
ao contrário de alguns tipos de músculo esquelético, que 
são praticamente desprovidos dessas organelas. As células 
cardíacas podem degradar ácidos graxos, corpos cetônicos, 
glicose, piruvato e lactato. Os ácidos graxos são o combus- 
tível de escolha do coração em repouso, mas quando lhe for 
imposta uma atividade mais intensa, ele aumenta bastante 
seu consumo de glicose, derivada sobretudo do seu estoque 
relativamente limitado de glicogênio. 

C. Tecido adiposo 

O tecido adiposo, constituído por células conhecidas como 
adipócitos (Fig. 12.2), é amplamente distribuído pelo corpo, 
ocorrendo predominantemente sob a pele, na cavidade abdo- 
minal, no músculo esquelético, ao redor dos vasos sanguíneos 
e nas glândulas mamárias. O tecido adiposo de um homem 
normal de 70 kg contém —15 kg de gordura. Essa quantida- 
de representa 590.000 kJ de energia (141.000 Calorias), su- 
ficiente para manter a vida por três meses. Porém, o tecido 
adiposo não é apenas um mero local de estoque passivo. Na 
verdade, ele é o segundo em importância na manutenção da 
homeostasia metabólica, tendo à sua frente somente o fígado 
(Seção 27.3). 

O tecido adiposo obtém a maior parte dos seus ácidos 
graxos a partir do fígado ou da dieta, como descrito na Seção 
25.1. Os ácidos graxos são ativados pela formação das cor- 
respondentes acil-CoA graxo, sendo então esterificados com 
glicerol-3-fosfato para formar os triacilgliceróis de reserva 
(Seção 25.4F). O glicerol-3-fosfato resulta da redução da di- 
-hidroxiacetona-fosfato, a qual deve ser gerada a partir da 
glicose pela glicólise, ou pela gliconeogênese a partir do pi- 
ruvato ou do oxalacetato (processo conhecido como glicero- 
neogênese; Seção 25.4Fa), porque os adipócitos não possuem 
uma cinase que fosforile o glicerol endógeno. 

Os adipócitos hidrolisam os triacilgliceróis a ácidos gra- 
xos e glicerol em resposta aos níveis de glucagon, de adre- 
nalina e de insulina, por meio de uma reação catalisada pela 
triacilglicerol -lipase sensível a hormônios (Seção 25.5). Se 
houver glicerol-3-fosfato em abundância, muitos dos ácidos 
graxos liberados pela ação da lipase são reesterificados. Na 
verdade, o tempo médio de reposição dos triacilgliceróis nos 
adipócitos é de poucos dias. Contudo, se houver baixa quan- 
tidade de glicerol-3-fosfato, os ácidos graxos são liberados na 
corrente sanguínea. A taxa de captação da glicose pelos adi- 
pócitos, que é regulada pela insulina e pela disponibilidade de 


glicose é, portanto, também um fator importante na formação 
e na mobilização dos triacilgliceróis. No entanto, o glicerol-3- 
-fosfato também pode ser gerado via gliceroneogênese sob o 
controle da PEPCK, permitindo a reposição dos triacilglice- 
róis mesmo quando a concentração de glicose estiver baixa. 

a. A obesidade é resultado de controle metabólico aberrante 
O corpo humano regula os níveis de proteína e de glicogênio 
dentro de limites relativamente estreitos, mas as reservas de 
gordura, que são muito maiores, podem se tornar enormes. O 
acúmulo de ácidos graxos como triacilgliceróis no tecido adi- 
poso é em grande parte resultado do excesso de ingestão de 
gordura ou de carboidratos comparado com o gasto energé- 
tico. A síntese de gorduras ocorre quando o armazenamento 
de glicogênio a partir da ingestão de carboidratos alcança sua 
capacidade máxima. A obesidade é um dos principais pro- 
blemas de saúde nos países industrializados. Estima-se que 
30% dos adultos nos Estados Unidos são obesos (estão com 
peso no mínimo 20% acima do desejável) e outros 35% estão 
com sobrepeso. A maioria das pessoas obesas apresenta uma 
grande dificuldade em perder peso ou, depois de perdido, em 
mantê-lo reduzido. Mas a maioria dos animais, incluindo os 
humanos, tende a manter o peso estável, isto é, mesmo tendo 
livre acesso ao alimento, comem apenas o necessário para 
se manter no que se denominaria ponto de estabilidade. A 
natureza da maquinaria regulatória que controla esse ponto, 
que parece ser aberrantemente alto nos obesos, está apenas 
começando a ser compreendida (ver Seção 27.3). 

Indivíduos que foram muito obesos, que tenham perdido 
pelo menos 100 kg para alcançar seu peso normal, apresen- 
tam alguns dos sintomas metabólicos do jejum: são obsessi- 
vos por comida, têm taxas cardíacas baixas, são intolerantes 
ao frio e necessitam 25 % menos de ingestão calórica do que 
os indivíduos normais com peso e altura similares. Nos indi- 
víduos normais e nos obesos, 50% dos ácidos graxos libera- 
dos pela hidrólise dos triacilgliceróis são reesterificados an- 
tes de deixarem os adipócitos. Em indivíduos outrora obesos, 
essa taxa é reduzida para apenas 35 a 40 % , nível similar ao 
observado em indivíduos normais após vários dias de jejum. 
Além disso, as células adiposas dos indivíduos normais e dos 
obesos têm aproximadamente o mesmo tamanho. As pessoas 
obesas, no entanto, têm maior número de células. Na verda- 
de, as células precursoras dos adipócitos de obesos mórbidos 
proliferam excessivamente em cultivo celular quando com- 
paradas com as células dos indivíduos normais ou mesmo dos 
moderadamente obesos (os adipócitos não proliferam). A 
consideração de que as células adiposas uma vez produzidas 
não são perdidas sugere que elas, embora altamente elásticas 
em tamanho, tendem a manter um determinado volume fixo 
e, ao fazê-lo, influenciam o metabolismo e assim o apetite. 
Infelizmente, essa constatação ainda não levou a um método 
para reduzir o ponto de estabiüdade dos indivíduos com ten- 
dência à obesidade. 

D. Fígado 

O fígado é a " câmara de compensação ” metabólica central 
do corpo. Ele atua na manutenção dos níveis adequados 
de nutrientes no sangue para uso pelo cérebro, pelos mús- 
culos e por outros tecidos. O fígado está em uma situação 
singular para desempenhar essa tarefa, pois todos os nu- 
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trientes absorvidos pelo intestino, com exceção dos ácidos 
graxos, fluem para a veia porta que drena diretamente ao 
fígado. 

Uma das principais funções do fígado ê a de ÍS tamponar” 
a glicose sanguínea. Isso é feito pela captação ou liberação 
hepática da glicose em resposta aos níveis de glucagon, 
adrenalina e insulina, além da concentração da própria gli- 
cose. Após uma refeição contendo carboidratos, quando a 
concentração de glicose no sangue alcança ~6 m M, o fíga- 
do a capta, convertendo-a em G6P. O processo é catalisado 
pela glicocinase (Seção 18.3Fa), que difere da hexocinase, 
a enzima glicolítica análoga em outras células, por ter uma 
afinidade muito menor pela glicose (a glicocinase alcança 
a metade da velocidade máxima com —5 m M, enquanto a 
hexocinase o faz com < 0,1 m M de glicose) e não ser inibi- 
da pela G6P. As células do fígado, ao contrário das células 
musculares e dos adipócitos, são permeáveis à glicose, de 
forma que a insulina não tem efeito direto sobre a sua cap- 
tação. Uma vez que a concentração sanguínea da glicose é 
normalmente mais baixa do que o K M da glicocinase, a taxa 
de fosforilação da glicose no fígado é mais ou menos pro- 
porcional à sua concentração sanguínea. Os outros açúcares 
absorvidos pelo intestino, na maioria frutose, galactose e 
manose, também são convertidos a G6P no fígado (Seção 
17.5). Após o jejum de uma noite, o nível de glicose san- 
guínea cai a ~4 m M. O fígado impede que esse nível caia 
ainda mais liberando glicose no sangue, como está descrito 
a seguir. Além disso, o lactato, que é o produto da glicólise 
anaeróbia no músculo, é captado pelo fígado para ser uti- 
lizado na gliconeogênese, na lipogênese e na fosforilação 
oxidativa (ciclo de Cori; Seção 23.1C). Da mesma forma, a 
alanina produzida no músculo é captada pelo fígado e con- 
vertida em piruvato para a gliconeogênese (ciclo glicose - 
-alanina; Seção 26.1Ad). 

a. 0 destino da glícose-6-fosfato varia com as necessidades 
metabólicas 

A G6P está no cruzamento do metabolismo dos carboidratos, 
podendo ter vários destinos alternativos em função da deman- 
da de glicose (Fig. 27.1): 

1. A G6P pode ser convertida em glicose pela ação da gli- 
cose-ó-fosfatase, sendo transportada via corrente sanguínea 
para os órgãos periféricos. 

2. A G6P pode ser convertida em glicogênio (Seção 18.2) 
quando a demanda por glicose estiver baixa. Porém, o au- 
mento da demanda, em consequência de níveis mais eleva- 
dos de glucagon e/ou de adrenalina, reverte esse processo 
(Seção 18.1). 

3. A G6P pode ser convertida em acetil-CoA pela glicólise 
e pela ação da piruvato-desidrogenase (Capítulo 7 e Seção 
21.2). A maior parte da acetil-CoA derivada da glicose é usa- 
da na síntese de ácidos graxos (Seção 25.4), cujo destino está 
descrito a seguir, e na síntese de fosfolipídeos (Seção 25.8) e 
colesterol (Seção 25.6A). O colesterol, por sua vez, é o pre- 
cursor dos sais biliares, que são produzidos pelo fígado para 
serem usados como agentes emulsificantes na digestão e ab- 
sorção intestinal das gorduras (Seção 25.1). 

4 . A G6P pode ser degradada pela via das pentoses-fos- 
fato (Seção 23.4), gerando o NADPH, necessário para a 
biossíntese dos ácidos graxos e para muitas outras funções 


biossintéticas do fígado, e a ribulose-5 -fosfato (R5P), para a 
biossíntese dos nucleotídeos (Seções 28.1A e 28.2A). 

b. O fígado sintetiza e degrada os tríacilgliceróis 

Os ácidos graxos também estão sujeitos a destinos alternati- 
vos no fígado (Fig. 27.1): 

1. Quando a demanda por combustíveis metabólicos está 
alta, os ácidos graxos são degradados a acetil-CoA e poste- 
riormente a corpos ce tônicos (Seção 25.3), que serão expor- 
tados, via corrente sanguínea, para os tecidos periféricos. 

2. Quando a demanda por combustíveis está baixa, os 
ácidos graxos são usados para sintetizar triacilgliceróis, 
que são secretados para a corrente sanguínea na forma 
de VLDL, sendo captados pelo tecido adiposo. Os ácidos 
graxos também podem ser incorporados em fosfolipídeos 
(Seção 25.8). 

Uma vez que a taxa de oxidação dos ácidos graxos va- 
ria somente com a sua concentração (Seção 25.5), poderia 
esperar-se que aqueles produzidos pelo fígado estivessem 
sujeitos à reoxidação antes de serem exportados. Um ciclo 
fútil como esse é impedido pela compartimentalização da 
oxidação dos ácidos graxos na mitocôndria e da sua sínte- 
se no citosol. A carnitinapalmitoil-transferase I, um com- 
ponente do sistema de transporte de ácidos graxos para a 
mitocôndria (Seção 25 .2B), é inibida pela malonil-CoA, 
o intermediário-chave na biossíntese dos ácidos graxos 
(Seção 25.4A). Por isso, quando a demanda por combustí- 
veis metabólicos está baixa e os ácidos graxos estão sendo 
sintetizados, eles não podem entrar na mitocôndria para se- 
rem convertidos em acetil-CoA. A demanda biossintética 
por acetil-CoA no fígado é suprida, preferivelmente, pela 
degradação da glicose. 

Quando a demanda por combustíveis metabólicos au- 
menta a ponto de inibir a biossíntese de ácidos graxos, eles 
são transportados para as mitocôndrias hepáticas, sendo aí 
convertidos em corpos cetônicos. Em condições de baixa 
concentração sanguínea da glicose, a glicocinase tem sua 
atividade reduzida, de forma que ocorre exportação líqui- 
da de glicose (no entanto, existe sempre um ciclo fútil entre 
as reações catalisadas pela glicocinase e a glicose-6-fosfa- 
tase; Seção 18.3Fb). O fígado não pode utilizar corpos ce- 
tônicos para seus próprios propósitos metabólicos porque 
as células hepáticas carecem da enzima 3-cetoacil-CoA- 
-transferase (Seção 25.3). Portanto, são os ácidos graxos, e 
não a glicose nem os corpos cetônicos, a principal fonte de 
acetil-CoA do fígado sob condições de alta demanda me- 
tabólica. O fígado gera ATP a partir da acetil-CoA pelo 
ciclo do ácido cítrico e da fosforilação oxidativa. A oxida- 
ção aeróbia dos ácidos graxos inibe a utilização da glicose, 
uma vez que a ativação do ciclo do ácido cítrico e da fos- 
forilação oxidativa aumenta a concentração de citrato, o 
que inibe a glicólise (ciclo glicose-ácido graxo ou ciclo de 
Randle; Seção 22.4Bb). 

c. Os amínoácidos são combustíveis metabólicos 
importantes 

O fígado degrada os aminoácidos em um grande número de 
intermediários metabólicos (Seção 26.3). Essas rotas, na sua 
maioria, iniciam com a transaminação de um amino ácido, 
formando seu a-cetoácido correspondente (Seção 26.1 A) e o 
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grupo amino, é convertido via ciclo da ureia em ureia, que é 
excretada. Os aminoãcidos glicogênicos podem ser converti- 
dos dessa maneira em piruvato ou em intermediários do ciclo 
do ácido cítrico, como o oxalaeetato, sendo assim precurso- 
res gliconeogênicos (Seção 23.1). Os aminoácidos cetogêni- 
cos, muitos dos quais são também glicogênicos, podem ser 
convertidos em corpos cetônicos. 

O estoque de ghcogênio hepático não é suficiente para su- 
prir as necessidades corporais de glicose por mais do que ~6 
horas após uma refeição. Após esse tempo, a glicose é suprida 
pela gliconeogênese, a partir de aminoácidos oriundos princi- 
palmente da degradação das proteínas musculares nos aminoá- 
cidos alamina (o ciclo glicose- alanina; Seção 26.1Ad) e gluta- 
mina (a forma de transporte da amónia; Seção 26.1B). Assim, 
as proteínas, além de terem funções estruturais e funcionais, 
são importantes fontes de combustível. (Os animais são inca- 
pazes de converter gordura em glicose porque lhes falta a rota 
para a conversão de acetil-CoA em oxalaeetato; Seção 23.2.) 

d. 0 fígado é a principal unidade de processamento 
metabólico do corpo 

O fígado possui numerosas funções bioquímicas especializa- 
das além das j á mencionadas. Salientam-se entre elas a sín- 
tese das proteínas plasmáticas, a degradação das porfirinas 
(Seção 26 .4 A) e das bases dos ácidos nucleicos (Seção 28.4), 
o armazenamento de ferro e a destoxificação de substâncias 
biologicamente ativas, como drogas, venenos e hormônios, 
por grande número de reações de oxidação (p. ex., pelo cito- 
cromo P450; Seção 15.4Bc), redução, hidrólise, conjugação e 
metilação. 

E. Rim 

O rim filtra a ureia do sangue e concentra-a para ser excre- 
tada, recupera metabólitos importantes, como a glicose, e 
mantém o pH do sangue. O pH sanguíneo é mantido pela 
regeneração de tampões sanguíneos exauridos, como o bi- 
carbonato (perdido pela eliminação do C0 2 ), e pela remo- 
ção e excreção do excesso de H + juntamente com as bases 
conjugadas do excesso de ácidos metabólicos, como os cor- 
pos cetônicos, aceto acetato e p-hidroxibutirato. O fosfato, 
principal tampão para excreção moderada de ácidos na uri- 
na, é acompanhado por quantidades equivalentes de cátions, 
como Na + e K . Contudo, grandes perdas de Na ' e de K 
perturbariam o balanço eletrolítico corporal, então, em fun- 
ção da produção de grandes quantidades de ácidos, como o 
láctico, ou de corpos cetônicos, o rim produz NH 4 para au- 
xiliar na excreção do excesso de H (utilizando o Ci ou uma 
base conjugada de um ácido metabólico como contra-íon). 
Esse NH 4 é gerado a partir da glutamina, que é convertida 
primeiramente em glutamato, pela glutaminase, e depois em 
a-cetoglutarato pela ação da glutamato -desidrogenase. A 
reação total é 

Glutamina * a-cetoglutarato + 2NH 4 

O a-cetoglutarato é convertido em malato no ciclo do ácido 
cítrico, sendo a seguir exportado da mitocôndria e converti- 
do em piruvato, que é oxidado completamente a C0 2 , ou em 
PEP via oxalaeetato e então em gücose via gliconeogênese. 
Dietas ricas em gorduras, que produzem altas concentrações 
sanguíneas de ácidos graxos livres e de corpos cetônicos, e 


desse modo alta carga ácida, fazem com que o a-cetogluta- 
rato seja convertido completamente em C0 2 e então a bi- 
carbonato, aumentando, assim, a capacidade tamponante do 
sangue. Durante o jejum, o a-cetoglutarato entra na glico- 
neogênese, sendo os rins responsáveis por até 50% do supri- 
mento corporal de glicose. 

3 HOMEOSTASIA METABÓLICA: REGULAÇÃO DO 
APETITE, GASTO ENERGÉTICO E PESO CORPORAL 

Quando um animal normal come em demasia, a gordura adi- 
cional resultante, de alguma forma, sinaliza ao cérebro para 
ele induzir o animal a comer menos e gastar mais energia. 
Reciprocamente, a perda de gordura estimula um aumen- 
to da ingestão até que a gordura perdida seja recuperada. 
Evidentemente, os animais possuem um “lipostato” que 
pode manter constante a quantidade de gordura, em torno 
de 1 % , por muitos anos. Pelo menos uma parte desse lipos- 
tato está no hipotálamo (a parte do cérebro que controla por 
meio de hormônios numerosas funções fisiológicas; Seção 
19.1H), já que uma lesão nesse órgão pode gerar um animal 
excessivamente obeso. 

A despeito desse conjunto óbvio de controles nos ani- 
mais, está ocorrendo uma explosão de obesidade em muitas 
nações industrializadas. Está se tornando, na verdade, um 
problema mundial de saúde, levando o diabetes e a doenças 
cardíacas. Após numerosos estudos nos últimos anos, os pes- 
quisadores têm sido capazes de delinear os mecanismos en- 
volvidos na homeostasia metabólica, o balanço entre o influ- 
xo de energia e o seu dispêndio, e têm identificado algumas 
das irregularidades que levam à obesidade. Foi gerado um 
grande número de linhagens de roedores mutantes cujas mu- 
tações acarretam obesidade. O estudo desses mutantes tem 
resultado na identificação de vários hormônios que atuam 
coordenadamente na regulação do apetite. 

A. A proteína-cinase dependente de AMP é o indicador do 
nível de combustível da célula 

Todas as rotas metabólicas discutidas na Seção 27.1 são afe- 
tadas de uma forma ou de outra pela necessidade de ATP, 
conforme indicado pela relação AMP/ ATP (Seção 17.4Fd). 
Várias enzimas são ativadas ou inibidas alostericamente por 
AMP, e várias outras são fosforiladas pela proteína-cinase 
dependente de AMP (AMPK), o regulador principal da 
homeostasia metabólica. A AMPK ativa as rotas de quebra 
metabólica que geram A TP ao mesmo tempo em que inibe as 
rotas biossintêticas de forma que poupa ATP para processos 
mais vitais. A AMPK é um heterotrímero a fl-y encontrada 
em todos os organismos eucarióticos desde leveduras até 
o homem. A subunidade a contém um domínio Ser/Thr de 
proteína-cinase e a subunidade 7 contém sítios para ativa- 
ção alostérica por AMP e inibição por ATP. Como outras 
proteína- cinases, o domínio cinase da AMPK deve ser fos- 
forilado para ter atividade. A ligação do AMP à subunidade 
7 provoca uma mudança conformacional que expõe a Thr 
172 na alça de ativação da subunidade a, promovendo sua 
fosforilação e aumentando sua atividade em pelo menos 100 
vezes. O AMP pode ativar a enzima fosforilada mais 5 vezes. 
Existem duas isoformas da subunidade a, duas da subunida- 
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de p e três da subunidade y, dando origem a 12 combinações 
heterotriméricas possíveis , com variantes de processamen- 
to gerando ainda maior diversidade. A principal cinase que 
fosforila AMPK é denominada LKB1. O nocaute da LKB1 
em fígado de camundongo resulta na perda da forma fosfo- 
rilada da AMPK. 

a. A AMPK ativa a gllcólise no músculo cardíaco esquêmico 
Os alvos da AMPK incluem a isoenzima cardíaca da enzima 
bifuncional PFK-2/FBPase2, que controla a concentração da 
frutose-2,6-bifosfato (F2,6P) (Seção 18.3Fc). A fosforilação 
desta isoenzima ativa a PFK-2, aumentando a concentração de 
F2,6P que, por sua vez, ativa a PFK-1, a enzima limitante da 
velocidade da glicólise (Seção 17.4Fb). Consequentemente, nas 
células musculares cardíacas isquêmicas (privadas de sangue), 
as quais recebem oxigênio insuficiente para a fosforilação oxi- 
dativa insuficiente para a fosforilação manter as concentrações 
adequadas de ATP, a geração de AMP resultante faz as células 
trocarem para a glicólise anaeróbia para produção de ATP. 

b. A AMPK inibe a lipogênese, a síntese de colesterol e a 
gliconeogênese no fígado 

A fosforilação mediada pela AMPK também inibe a 
acetil-CoA-carboxilase (ACC), a qual catalisa a primei- 
ra etapa comprometida com a síntese de ácidos graxos 
(Seção 25.4B), e a hidroximetilglutaril-CoA-redutase 
(HMG-CoA-redutase), que catalisa a etapa determinante 
da velocidade da síntese do colesterol (Seção 25.6Aa). A 
AMPK ativada inibe a gliconeogênese de uma forma mais 
complicada: ela fosforila e com isso inativa o coativador 
transcricional TORC2 (do inglês transducer of regulated 
CREB activity-2, ou transdutor 2 da atividade regulada 
da CREB), que, em conjunto com o ativador transcricio- 
nal CREB, induziria a transcrição do gene que codifica a 
PEP-carboxicinase (PEPCK) , a enzima que catalisa a eta- 
pa determinante da velocidade da gliconeogênese (Seções 
23.1AÍ e 23.1Bb). Consequentemente, quando a velocidade 
de produção de ATP está inadequada, estas rotas biossin- 
téticas são desligadas, conservando ATP para funções celu- 
lares mais vitais. 

c. A AMPK promove a oxidação dos ácidos graxos e a 
captação da glicose, mas inibe a síntese de glicogênio no 
músculo esquelético 

A inibição da ACC resulta em decréscimo na concentração 
de malonil-CoA, o material de partida para a biossíntese dos 
ácidos graxos. O malonil-CoA, contudo, tem uma função 
adicional. É um inibidor da camitina-palmitoiltransferase I 
(Seção 25.2B), que é necessária na transferência do palmi- 
toil-CoA para dentro da mitocôndria para oxidação. A re- 
dução na concentração do malonil-CoA permite que mais 
palmitoil-CoA seja oxidado. A AMPK também aumenta o 
recrutamento de GLUT4 para a membrana plasmática das 
células musculares (Seção 20.2Ec), bem como estimula sua 
expressão, facilitando assim a entrada da glicose nestas cé- 
lulas independente de insulina. Além disso, a AMPK inibe 
a glicogênio-sintase (que catalisa a reação limitante da velo- 
cidade da síntese do glicogênio; Seção 18.3B). Na verdade, a 
subunidade [3 da AMPK tem um domínio de ligação ao glico- 
gênio que provavelmente recruta a AMPK para as proximi- 
dades da glicogênio-sintase. 


d. A AMPK inibe a síntese dos ácidos graxos e a lipólise nos 
adipôcitos 

A AMPK inibe a síntese dos ácidos graxos nos adipôcitos 
pela fosforilação da ACC conforme descrito anteriormente. 
Além disso, A AMPK fosforila a triacilglicerol-lipase sensível 
a hormônio no tecido adiposo (Seção 25.5). Esta fosforilação, 
ao invés de ativar, inibe a enzima, em parte por impedir a 
relocalização da enzima na gota lipícüca, a localização celular 
da lipólise. Como resultado, são degradadas poucas molécu- 
las de triacilglicerol, de modo que poucos ácidos graxos são 
exportados para a circulação. Este último processo parece 
paradoxal (a oxidação de ácidos graxos ajudaria a diminuir 
o déficit de ATP) , embora se tenha especulado que previne a 
produção celular de ácidos graxos em níveis tóxicos. Os prin- 
cipais efeitos da ativação da AMPK sobre o metabolismo da 
glicose e dos lipídeos no fígado, músculo esquelético, músculo 
cardíaco e tecido adiposo estão esquematizados na Fig. 27.4. 

B. A adiponectina regula a atividade da AMPK 

A adiponectina é um hormônio proteico com 247 resíduos, 
secretado exclusivamente pelos adipôcitos, que auxilia na 
regulação da homeostasia energética e no metabolismo da 
gücose e dos lipídeos pelo controle da atividade da AMPK. 
Seus monômeros consistem em um domínio N-terminal tipo 
colágeno e um domínio C-terminal globular. A adiponecti- 
na aparece na circulação sob várias formas: um trímero de 
baixo peso molecular formado pela torção de seus domínios 
tipo colágeno em uma hélice tripla (Seção 8.2Ba) assim como 
hexâmeros e multímeros que formam ramalhetes unidos por 
ligações dissulfeto (Fig. 27.5). Além disso, a adiponectina 
globular, formada pela clivagem do domínio tipo colágeno 
com a liberação de monômeros globulares, ocorre em con- 
centrações baixas. 

A ligação do hormônio aos receptores de adiponectina, 
que ocorre na superfície das células hepáticas e musculares, 
age aumentando a fosforilação e a atividade da AMPK. Isto, 
como visto, (Seção 27 .3 A), inibe a gliconeogênese e estimu- 
la a oxidação dos ácidos graxos no fígado e estimula a cap- 
tação da glicose e sua oxidação bem como a dos ácidos gra- 
xos no músculo. Todos esses efeitos atuam no aumento da 
sensibilidade à insulina, em parte porque a adiponectina e a 
insulina provocam respostas similares em tecidos como o fí- 
gado. Adiponectina diminuída está associada com resistência 
à insulina (Seção 27.4B). Paradoxalmente, a concentração 
sanguínea de adiponectina, que é secretada pelos adipôcitos, 
diminui com o aumento na quantidade de tecido adiposo. Isto 
pode acontecer porque o tecido adiposo aumentado está asso- 
ciado também com aumento na produção do fator de necrose 
tumoral a (TNF-a) , uma citocina que reduz a expressão e a 
secreção da adiponectina no tecido adiposo (Seção 19.3Db). 

C. Leptina 

Dois dos genes cujas mutações causam obesidade em camun- 
dongos são conhecidos como obeso ( ob ) e diabetes ( db ; os 
genes selvagens são designados OB e DB). Os homozigotos 
para defeitos em qualquer um desses genes recessivos, ob/ob 
ou db/db, são extremamente obesos e apresentam fenó tipos 
quase idênticos (Fig. 27.6). Na verdade, o modo pelo qual 
esses fenótipos foram discriminados foi por meio da ligação 


Bioquímica 1097 


Músculo esquelético 



Gordura 


Piruvato 


Triglicerídeo 


Ácidos 


Músculo cardíaco 


Ácidos 


Glicose 


Glicose 


Ácidos 


Glicose 


Acetil 

-CoA 


actato 


Piruvato 


Estimulado por AMPK 
Inibido por AMPK 


Fígado 


FIGURA 27.4 Principais efeitos da proteína-cinase ativada por AMP (AMPK) sobre o metabolismo lipídico e da glicose no fíga- 
do, músculo e tecido adiposo. No músculo esquelético a AMPK estimula a oxidação da glicose e dos ácidos graxos enquanto inibe 
a síntese de glicogênio. No músculo cardíaco a enzima estimula a glicólise. No fígado a enzima inibe a gliconeogênese e a biossínte- 
se de lipídeos enquanto estimula a oxidação dos ácidos graxos. No tecido adiposo a AMPK inibe a biossíntese de ácidos graxos, a 
lipólise e a exportação dos ácidos graxos. (Segundo Towler, M.C. e Hardie, D.G., Circ. Res. 100, 328 (2007).) 


cirúrgica da circulação de um camundongo mutante com a de 
um camundongo normal ( OB/OB ), um fenômeno denomi- 
nado parabiose. Os camundongos ob/ob ligados dessa forma 
apresentaram normalização do peso corporal e redução na 
quantidade de alimento ingerido, enquanto os camundongos 


LMW 


db/db não apresentaram alteração. Isso sugere que os mutan- 
tes ob/ob são deficientes em um fator circulante que regula 
o apetite e o metabolismo, enquanto os mutantes db/db são 
deficientes do receptor para esse fator. 

O gene OB de camundongo codifica uma proteína mono- 
mérica com 146 resíduos chamada leptina (do grego: leptos, 
delgado; Fig. 27.7), que não apresenta homologia com proteí- 
nas de sequência conhecida. A leptina, descoberta por Jeffrey 




HMW 



FIGURA 21 .5 Trímeros, bexâmeros e multímeros de adipo- 
nectina. Estes complexos estão relacionados às formas de bai- 
xa massa molecular (LMW), massa molecular média (MMW) 
e alta massa molecular (HMW). (Segundo Kadowaki, T., e 
Yamauchi, T., Endocr. Rev. 26, 439 (2005).) 



FIGURA 27.6 Camundongo normal {OB/OB, à esquerda) e 
obeso {ob/ob, à direita ), (Cortesia de Richard D. Palmiter, 
University of Washington, EUA.) 
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Friedman, é expressa somente nos adipócitos, os quais, ao 
expressá-la, parecem informar ao cérebro quanta gordura o 
corpo possui. Assim, a injeção de leptina em camundongos 
ob/ob faz com que os animais comam menos e percam peso. 
Na verdade, os camundongos ob/ob tratados com leptina e 
com uma dieta controlada perderam 50% mais peso do que 
os submetidos à mesma dieta, mas não tratados, sugerindo 
que a redução na ingestão de alimento isoladamente é insu- 
ficiente para justificar a perda de peso induzida pela leptina. 
Essa proteína parece controlar também o gasto de energia. 

A injeção de leptina não tem efeito sobre os camundongos 
db/dB. O gene do receptor de leptina foi identificado através 
de uma biblioteca de cDNA de tecido cerebral de camundon- 
go que liga leptina especificamente, sendo o clone que expres- 
sa o receptor identificado por sua capacidade de se ligar à lep- 
tina (as técnicas de clonagem gênica são discutidas na Seção 
5.5). Esse gene, que foi demonstrado ser o gene DB, codifica 
uma proteína chamada OB-R (de receptor OB ), que aparente- 
mente tem um único segmento transmembrana e um domínio 
extracelular que lembra os receptores para determinadas cito- 
cinas (proteínas que regulam a diferenciação, a proliferação e 
as atividades de várias células sanguíneas; Seção 19.3Eb). 

A proteína OB-R, descoberta por Louis Tartaglia, tem 
pelo menos seis formas alternativas de processamento que, 
aparentemente, são expressas de maneira tecido-específica 
(o processamento alternativo de genes é discutido na Seção 
3 1.4 Am). O hipot álamo de camundongos normais expressa 
altos níveis de uma variante de OB-R que possui um seg- 
mento citoplasmático com 302 resíduos. Contudo, em ca- 
mundongos db/db, esse segmento tem um sítio anormal de 
processamento que o reduz a apenas 34 resíduos, o que mui- 
to provavelmente toma essa variante incapaz de transmitir 
os sinais da leptina. Assim, parece que os efeitos da leptina 
no controle do peso são mediados pela transdução de sinal 
resultante da sua ligação à proteína OB-R no hipotálamo. 

A leptina humana tem 84% de identidade com a de ca- 
mundongos. O uso de um radioimunoensaio (Seção 19.1A) 
para medir os níveis séricos de leptina em humanos com 
peso normal e em obesos mostrou que em ambos os grupos a 
concentração sérica de leptina aumenta com a porcentagem 
de gordura corporal, assim como aumenta a quantidade de 
mRNA (RNA mensageiro) de ob dos seus adipócitos. Além 
disso, os indivíduos obesos que perderam peso apresentam 
uma redução na concentração de leptina no soro e na quan- 
tidade de mRNA de ob nos seus adipócitos. Isso sugere que 
a maioria das pessoas obesas produz quantidade suficiente 
de leptina, mas desenvolveu uma “resistência à leptina”. 
Uma vez que a proteína deve atravessar a barreira hemato- 
encefálica para exercer seus efeitos no hipotálamo, tem sido 
sugerido que essa travessia é de alguma forma saturável, li- 
mitando assim a concentração de leptina no cérebro. A alta 
concentração de leptina nos indivíduos obesos não é, contu- 
do, inócua. A OB-R é expressa também em tecidos perifé- 
ricos, onde a leptina também atua. Mostrou-se que, embora 
não previna a obesidade, o hormônio estimula diretamente 
a oxidação dos ácidos graxos e inibe o acúmulo de lipídeos 
no tecido não adiposo. Ele o faz pela ativação da AMPK, a 
qual por sua vez inativa, por fosforilação, a ACC. Isso reduz 
a concentração de malonil-CoA, reduzindo assim sua inibi- 
ção sobre a carnitinapalmitoil-transferase I, que transporta 



FIG U RÂ 27.7 Estrutura por raios X da leptina humana 
E100. Esta forma mutante da proteína (W100E) possui ativida- 
de comparável à da selvagem, porém cristaliza mais facilmente. 
A proteína está colorida como o arco-íris da sua extremidade 
N-terminal (azul) para sua extremidade C-terminal ( vermelho ) 
forma um feixe de quatro hélices, à semelhança de fatores de 
crescimento proteicos (p. ex., hormônio de crescimento huma- 
no; Fig. 19.10). Os resíduos 25 a 38 não são visíveis na estrutura. 
(Com base na estrutura por raios X obtida por Faming Zhang, 
Eli Lilly & Co., Indianápolis, Indiana, EUA. PDBidlAXS.) 

Ver Exercício interativo 27 


acil-CoA de ácido graxo para a mitocôndria para ser oxidado 
(Seção 25.5). Na Seção 27.3H, será discutida a função da lep- 
tina nos tecidos periféricos. 

Uma pequena minoria de indivíduos obesos é deficiente 
em leptina de uma maneira similar aos camundongos ob/ob. 
Duas crianças com obesidade mórbida, membros da mesma 
família altamente cosanguínea (descendente dos mesmos an- 
cestrais; elas são primas e ambos os pais são também primos) 
mostraram homozigose para um gene OB defeituoso. As 
crianças, com 8 e 2 anos, pesando respectivamente 86 e 29 kg, 
possuíam um apetite notavelmente grande. Seus genes OB 
mostraram uma deleção de um único nucleotídeo de guanina 
no códon 133, causando por isso uma mutação que altera a 
fase de leitura, que provavelmente deu origem a uma leptina 
mutante biologicamente inativa. Além disso, seus níveis de 
leptina no soro eram somente 10% do normal. Injeções de 
leptina aliviaram seus sintomas. 
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D. Insulina 

Foi discutido sobre a cascata de sinalização da insulina 
(Seção 19.4F) e o papel desse hormônio na estimulação da 
captação da glicose (Fig. 20.11) e no seu armazenamento 
como glicogênio (Seção 18.3) ou como gordura (Seção 25.5) 
nos tecidos periféricos, como o músculo e o tecido adiposo. 
O hipotálamo também possui receptores para insulina. Em 
consequência, a infusão do hormônio em ratos com diabe- 
tes por insuficiência de insulina inibe a ingestão de alimento, 
revertendo o comportamento de comer em demasia, carac- 
terístico da doença. Foram gerados camundongos mutantes 
pelo rompimento do gene do receptor da insulina do sistema 
nervoso central. Esses animais não apresentaram alteração 
no desenvolvimento do cérebro nem na sobrevivência, mas 
tomaram-se obesos, com aumento da gordura corporal, dos 
níveis de leptina, dos triacilgliceróis no soro e da insulina 
no plasma, característicos da resistência à insulina (Seção 
27.4B). Evidentemente, a insulina tem também um papel na 
regulação neuronal do consumo de alimento e do peso cor- 
poral. Conforme será discutido na Seção 27.3F, a insulina e a 
leptina atuam na redução do consumo de alimento por meio 
de receptores hipotalâmicos. 

E. Greiina e PYY 3 36 

a. A greiina e PYY 3 . 36 atuam como reguladores de curto prazo 
do apetite 

A greiina, descoberta por Masayasu Kojima e Kenji 
Kanagawa, é um peptídeo gástrico estimulador do apetite, 
secretado pelo estômago vazio. Esse peptídeo, com 28 resí- 
duos, foi descoberto e nomeado devido à sua função como 
um liberador do hormônio do crescimento (greiina, do in- 
glês ghrelin, é uma abreviatura de growth-hormone-releasè). 
A modificação da Ser 3 pela ligação do ácido n-octanoico é 
uma etapa necessária para sua atividade. 
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X = Ser modificada pelo ácido re-octanoico 

Tem sido mostrado que a injeção de greiina induz a obesi- 
dade (por aumento do tecido adiposo) em roedores pela es- 
timulação do consumo de alimento e redução na utilização 
da gordura. Em humanos com balanço energético positivo, 
como na obesidade ou em dieta hipercalórica, os níveis de 
greiina circulantes estão diminuídos, estando, no entanto, au- 
mentados durante o j ej um. 

O PYY 3 36 
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IKPEAPGE DASPEELNRY YASLRHYLNL VTRQRY 

Humano PYY 

é um peptídeo secretado pelo trato gastrintestinal proporcio- 
nalmente à ingestão calórica de uma refeição, atuando na ini- 
bição da ingestão de alimento subsequente. Tanto roedores 
quanto humanos respondem à presença desse peptídeo redu- 
zindo a alimentação por até 12 horas. Indivíduos que recebe- 
ram infusão de PYY 3 . 36 por 90 minutos consumiram somente 
1.500 kcal de alimento durante o período subsequente de 24 


horas, enquanto os controles, que receberam somente solu- 
ção salina, consumiram 2.200 kcal no mesmo período. 

F. Integração hipotalâmica dos sinais hormonais 

a. Os neurônios do núcleo arqueado do hipotálamo integram 
e transmitem sinais de fome 

Cerca da metade do comprimento do hipotálamo é consti- 
tuída pelo núcleo arqueado, um grupo de corpos celulares 
de neurônios que consistem em dois tipos de células: o tipo 
NPY/AgRP e o tipo POMC/CART. Esses tipos celulares 
têm esses nomes devido aos neuropeptídeos que secretam. O 
neuropeptídeo Y (NPY) 
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Neuropeptídeo Y 

A carboxila C-terminal é amidada 

é um potente estimulador do apetite e um inibidor do con- 
sumo de energia, bem como o peptídeo relacionado ao gene 
cutia ( AgRP, do inglês agouti-related peptide ). A pro-opiome- 
lanocortina (POMC) sofre processamento pós-tradueional no 
hipotálamo, liberando o hormônio estimulador dos a-mela- 
nócitos (a-MSH, do inglês a -melanocyte stimulating hormone; 
Seção 34.3C). O transcrito regulado por cocaína e anfetamina 
(CART, do inglês cocaine and amphetamine-regulated trans- 
cript ) e o a-MSH são inibidores do apetite e estimuladores do 
gasto de energia. 

O balanço entre as secreções desses dois tipos celula- 
res é controlado por leptina, insulina, greiina e PYY 3 _ 36 (Fig. 
27.5). A leptina e a insulina sinalizam saciedade e, portanto, 
diminuem o apetite ao atravessarem a barreira hematoence- 
fálica e difundirem-se no núcleo arqueado, onde estimulam 
os neurônios POMC/CART a sintetizarem CART e a-MSH, 
enquanto inibem a produção de NPY pelos neurônios NPY/ 
AgRP. Acredita-se que os receptores de leptina atuem pela 
rota de transdução de sinal JAK-STAT (Seção 19.3Eb). A 
greiina possui receptores nos neurônios NPY/AgRP, que es- 
timulam a secreção dos dois peptídeos, aumentando o apetite. 
Curiosamente, o PYY 3 36 , que é homólogo ao NPY, liga-se es- 
pecificamente ao subtipo Y2R do receptor do NPY nos neu- 
rônios NPY/AgRP. Esse subtipo é, contudo, um receptor ini- 
bitório, de modo que a ligação do PYY 3 _ 36 causa uma redução 
nas secreções desses neurônios. A integração dos estímulos de 
todas essas secreções do núcleo arqueado controla o apetite. 

G. Controle do gasto energético pela termogênese 
adaptativa 

O conteúdo de energia do alimento é utilizado pelo orga- 
nismo para realizar trabalho ou para gerar calor. O excesso 
de energia é armazenado como glicogênio ou como gordura 
para uso futuro. Em indivíduos bem equiübrados, o estoque 
do excesso de combustível permanece constante por muitos 
anos. Contudo, quando a quantidade de energia obtida sob 
a forma de alimento for consideravelmente maior do que a 
energia gasta, a obesidade se estabelece. O corpo tem vários 
mecanismos para impedir a obesidade. Um deles consiste 
no controle do apetite, conforme foi discutido anteriormen- 
te. Outro consiste na termogênese induzida pela dieta, uma 
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FIGURA 27.8 Hormônios que controlam o apetite. A leptina e a insulina {parte inferior) circulam no sangue em concentrações 
proporcionais à massa de gordura corporal. Esses hormônios reduzem o apetite porque inibem os neurônios NPY/AgRP [no cen- 
tro ), ao mesmo tempo que estimulam os neurônios produtores de melanocortina na região do núcleo arqueado do hipotálamo. O 
NPY e o AgRP aumentam o apetite e a melanocortina o reduz por meio de outros neurônios (parte superior). A ativação dos neu- 
rônios produtores de NPY/AgRP inibe os neurônios produtores de melanocortina. O hormônio gástrico grelina estimula o apetite 
pela ativação dos neurônios produtores de NPY/AgRP. O PYY 3 _ 36 , liberado pelo trato gastrintestinal, inibe os neurônios produto- 
res de NPY/AgRP, reduzindo assim o apetite. O P YY 3 . 36 atua, em parte, por meio do receptor autoinibitório NPY do subtipo Y2R. 
(Segundo Schwartz, M.W., e Morton, G.J., Nature 418, 596 [2002].) 


forma de termogênese adaptativa (produção de calor em 
resposta ao estresse ambiental). Discutiu-se previamente a 
termogênese adaptativa em resposta ao frio, que ocorre em 
roedores e em humanos recém-nascidos pelo des acopla- 
mento da fosforilação oxidativa no tecido adiposo marrom 
(Seção 22.3Da). O mecanismo dessa termogênese envolve 
a liberação de noradrenalina pelo cérebro em resposta ao 
frio, sua ligação aos receptores p-adrenérgicos no tecido adi- 
poso marrom e a indução de um aumento da concentração 
de AMPc, que, por sua vez, inicia uma cascata enzimãtica 
de fosforilações que ativa a triacilglicerol-lipase sensível a 
hormônio. O consequente aumento na concentração dos 
ácidos graxos livres fornece combustível para oxidação e, ao 
mesmo tempo, induz, na membrana interna da mitocôndria, 


a abertura de um canal de prótons chamado proteína desa- 
copladora- 1 ou termogenina. A abertura desse canal dissipa 
o gradiente de prótons através da membrana mitocondrial 
interna, desacoplando, dessa forma, o transporte de elétrons 
da produção de ATP. A energia que seria utilizada para sin- 
tetizar ATP é agora liberada na forma de calor. 

Apesar das medidas metabólicas em humanos adultos 
demonstrarem claramente que um aumento na ingestão de 
alimentos leva a um aumento na taxa metabólica e na termo- 
gênese, a causa desse aumento ainda não está esclarecida. Os 
humanos adultos têm pouco tecido adiposo marrom. No en- 
tanto, a musculatura esquelética representa até 40% da mas- 
sa corporal total e tem alto conteúdo de mitocôndrias. Foram 
identificados homólogos da proteína desacopladora-1: a pro- 
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teína desacopladora-2 ocorre em vários tecidos, inclusive no 
tecido adiposo branco, enquanto a proteína desacopladora-3 
ocorre no tecido adiposo marrom e no branco, além do mús- 
culo. Foi demonstrado que a leptina regula positivamente 
a proteína desacopladora-2. No entanto, ainda não foi de- 
monstrado que a proteína desacopladora-3 no músculo parti- 
cipa da termogênese induzida pela dieta. Ciclos fúteis que hi- 
drolisam ATP, como os que ocorrem entre os ácidos graxos 
e o triacilglicerol no tecido adiposo (Seção 27 .2C), também 
podem estar envolvidos na termogênese. 

H. A leptina evoluiu como um gene econômico? 

O comportamento incomum da leptina, que controla o peso 
em indivíduos normais, enquanto sua concentração é elevada 
nos indivíduos obesos sem efeito aparente, levou à proposta 
de que essa proteína evoluiu como um “gene econômico”. Nas 
sociedades caçadoras-coletoras era uma vantagem evidente ser 
capaz de sobreviver à escassez de alimento intermitente. Para 
tornar isso possível, a gordura precisava ser armazenada no te- 
cido adiposo em tempos de fartura, tornando vantajosa a obe- 
sidade de curta duração. Contudo, o acúmulo de ácidos graxos 
e de lipídeos em tecidos que não o adiposo resulta em doença 
coronariana, resistência à insulina e diabetes (Seção 27.4B). 
Acredita-se que a leptina, por estimular diretamente a oxida- 
ção dos ácidos graxos, ao mesmo tempo em que inibe o acú- 
mulo de lipídeos em tecido não adiposo, protej a contra essas 
doenças durante a obesidade de curta duração, proporcionan- 
do uma vantagem evolutiva. No entanto, nas nações industria- 
lizadas nos tempos atuais, a grande disponibilidade de alimento 
e a ausência de escassez tornaram a obesidade uma condição de 
longa duração, o que é uma desvantagem e não um benefício. 

4 ADAPTAÇÃO METABÓLICA 

Nesta seção será considerada a resposta corporal a duas 
situações metabolicamente anormais: (1) o jejum e (2) a 
doença diabetes melito. 

A. Jejum 

A glicose é o metabólito de escolha tanto para o cérebro 
como para o músculo. No entanto, o corpo armazena o car- 
boidrato em uma quantidade suficiente para menos de um 
dia (Tabela 27.1). Assim, o baixo nível sanguíneo de glicose 
causado por uma noite de jejum tem como consequência a 
mobilização de ácidos graxos do tecido adiposo, por meio de 
um aumento da secreção de glucagon e um decréscimo da se- 
creção de insulina (Seção 25.5). O nível reduzido de insulina 
também inibe a captação da glicose pelo tecido muscular. Por 
essa razão, para a produção de energia, os músculos trocam 
o metabolismo da glicose pelo dos ácidos graxos. O cérebro, 
contudo, permanece ainda altamente dependente de glicose. 

Os animais não podem sintetizar glicose a partir dos áci- 
dos graxos porque o piruvato e o oxalacetato, precursores da 
glicose na gliconeogênese (Seção 23.1), não podem ser sin- 
tetizados a partir da acetil-CoA (no ciclo do ácido cítrico, o 
oxalacetato é derivado da acetil-CoA, mas a natureza cíclica 
do processo requer que esse intermediário seja consumido 
tão rapidamente quanto é sintetizado; Seção 21.1 A). Por esse 
motivo, durante o jejum, a glicose deve ser sintetizada a par- 


TABELA 27.1 Reservas de combustível de um homem 


normal de 70 kg 

Combustível 

Massa (kg) 

Calorias* 

Tecidos 

Gordura (triacilgliceróis do tecido 
adiposo) 

15 

141.000 

Proteína (principalmente músculo) 

6 

24.000 

Glicogênio (músculo) 

0,150 

600 

Glicogênio (fígado) 

0,075 

300 

Combustíveis circulantes 

Glicose (fluido extracelular) 

0,020 

80 

Ácidos graxos livres (plasma) 

0,0003 

3 

Triacilgliceróis (plasma) 

0,003 

30 

Total 


166.000 

*1 Caloria - 1 kcal — 4,184 kJ. 

Fonte: Cahill, G.F., Jr., New Engl. J. Med. 282, 669 (1970). 



tir do glicerol produzido pela degradação dos triacilgliceróis 
e, o que é mais importante, a partir dos aminoãcidos deri- 
vados da degradação de proteínas, cuja principal fonte é o 
músculo. Assim, após um jejum de 40 horas, 96% da glicose 
produzida no fígado é suprida pela gliconeogênese. No en- 
tanto, a degradação continuada do músculo durante o jejum 
prolongado garantiria que esse processo se tornasse irrever- 
sível, uma vez que o animal necessita de uma grande massa 
muscular para se locomover em busca de comida. O organis- 
mo deve, portanto, fazer arranjos metabólicos alternativos. 

Após vários dias de jejum, o suprimento de oxalacetato 
no fígado é esgotado pela gliconeogênese de tal forma que 
a capacidade do órgão em metabolizar acetil-CoA pelo ci- 
clo do ácido cítrico é drasticamente reduzida. O fígado passa 
então a converter a acetil-CoA em corpos cetônicos (Seção 
25.3), que são liberados no sangue. O cérebro se adapta gra- 
dualmente ao uso dos corpos cetônicos como combustível, 
pela síntese das enzimas apropriadas: após um jejum de três 
dias, somente um terço das necessidades energéticas do cére- 
bro são supridas pelos corpos cetônicos, alcançando —70% 
após 40 dias de jejum. A taxa de degradação do músculo du- 
rante o jejum prolongado é, consequentemente, reduzida a 
—25% daquela alcançada no jejum de poucos dias. Por isso, 
o tempo de sobrevivência de um indivíduo em jejum está 
muito mais na dependência do tamanho das suas reservas de 
gordura do que da sua massa muscular. Na verdade, indiví- 
duos muito obesos podem sobreviver por mais de um ano 
sem se alimentar (e têm, ocasionalmente, feito isso, em pro- 
gramas de redução de peso supervisionados clinicamente). 

a. A restrição calórica pode aumentar a longevidade 
A restrição calórica é uma forma modificada de jejum pelo 
qual a captação de energia é reduzida em 30 a 40%, enquan- 
to são mantidos os níveis dos micronutrientes (vitaminas e 
minerais). Os roedores mantidos com uma dieta deste tipo 
vivem 50% mais do que aqueles mantidos com dietas nor- 
mais e apresentam menos sintomas debilitantes da velhice. 
O tempo de vida de uma vasta gama de organismos desde 
leveduras até primatas também aumenta.Um grande esforço 
está sendo despendido em pesquisas para determinar a base 
bioquímica destas observações. 
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B. Diabetes melito 

O hormônio polipeptídico insulina atua principalmente no 
músculo, no fígado e nas células adiposas, estimulando a síntese 
de glicogênio, gordura e proteína e inibindo a degradação des- 
ses combustíveis metabólicos. Além disso, a insulina estimula 
a captação de glicose pela maioria das células, com a notável 
exceção das células cerebrais e hepáticas. Juntamente com o 
glucagon, o qual exerce basicamente efeitos opostos, a insulina 
atua na manutenção do nível sanguíneo adequado de glicose. 

Na doença diabetes melito, que é a terceira causa de mor- 
te nos Estados Unidos, atrás somente de doenças cardíacas 
e do câncer, a insulina não é secretada em quantidade sufi- 
ciente ou não estimula adequadamente suas células-alvo. Em 
consequência, os níveis sanguíneos de glicose tornam-se tão 
elevados que o açúcar “transborda” na urina, fornecendo um 
teste diagnóstico prático para a doença. Ainda assim, apesar 
dos altos níveis sanguíneos de glicose, as células “jejuam”, 
porque a captação celular de glicose estimulada pela insulina 
está diminuída. A hidrólise dos triacilgliceróis, a oxidação dos 
ácidos graxos, a gliconeogênese e a formação dos corpos cetô- 
nicos estão aceleradas, e os níveis sanguíneos desses últimos 
tornam-se excepcionalmente altos, uma condição denomina- 
da cetoacidose. Como os corpos cetônicos são ácidos, sua alta 
concentração sobrecarrega a capacidade tamponante do san- 
gue e dos rins, os quais controlam o pH sanguíneo excretando 
o excesso de H ' na urina (Seção 27.2E). A excreção excep- 
cionalmente alta de íons H + é acompanhada da excreção de 
NH 4 ! , Na + , K + , P, e de H 2 0, causando desidratação grave (o 
que aumenta a desidratação resultante do efeito osmótico da 
alta concentração de glicose no sangue; sede excessiva é um 
sintoma clássico do diabetes) e uma redução do volume san- 
guíneo - basicamente situações de risco de vida. 

Existem duas formas principais de diabetes melito: 

L Tipo 1, dependente de insulina, ou diabetes juvenil que, 
com mais frequência, surge repentinamente na infância. 

2. Tipo 2, não dependente de insulina, ou diabetes senil, 

que em geral se desenvolve gradualmente após os 40 anos. 

a. 0 diabetes dependente de insulina é causado por uma 
deficiência das células (1 pancreáticas 
No diabetes melito dependente de insulina (tipo 1), o hor- 
mônio está praticamente ausente porque as células p do pân- 
creas estão defeituosas ou ausentes. Essa condição resulta, 
em indivíduos geneticamente suscetíveis (ver a seguir), de 
uma resposta autoimune que destrói seletivamente as células 
p. Frederick Banting e George Best foram os que primeiro 
demonstraram, em 1921, que indivíduos com diabetes depen- 
dente de insulina necessitam de injeções diárias do hormô- 
nio para sobreviverem, além da necessidade de seguir dietas 
cuidadosamente balanceadas e exercícios. A expectativa de 
vida desses indivíduos, no entanto, é reduzida em um terço 
em consequência de complicações degenerativas, como in- 
suficiência renal, redução da capacidade nervosa e doença 
cardiovascular que aparentemente têm origem no controle 
metabólico impreciso produzido pelas injeções periódicas 
de insulina. A hiperglicemia (alta concentração de glicose 
no sangue) do diabetes melito também leva à cegueira pela 
degeneração da retina e a gücosilação das proteínas do cris- 
talino, que causa catarata (Fig. 27.9). Talvez os sistemas de- 
senvolvidos recentemente, que monitoram os níveis sanguí- 



FIGURA 27.S Foto de uma catarata de origem diabética. O 

acúmulo de glicose no cristalino provoca intumescimento e a 
precipitação de proteínas da lente. A opacidade resultante cau- 
sa visão borrada e, ao final, perda total da visão. (© Sue Ford/ 
PhotoResearchers.) 

neos de glicose e que liberam continuamente a insulina nas 
quantidades necessárias, possam corrigir essa condição. 

O início geralmente rápido dos sintomas do diabetes de- 
pendente de insulina sugere que o ataque autoimune sobre 
as células p responsável pela doença seja de curta duração. 
A doença, no entanto, “fermenta” por vários anos à medida 
que o sistema imune, estimulado de forma aberrante, des- 
trói leníamente as células p. Somente após a destruição de 
mais de 80% das células é que aparecem, subitamente, os 
sintomas clássicos do diabetes. Consequentemente, um dos 
tratamentos mais bem-sucedidos do diabetes dependente de 
insulina é o transplante de células p, um procedimento que 
se tomou possível com o desenvolvimento de fármacos imu- 
nossupressores relativamente benignos. 

Por que o sistema imune ataca as células p pancreáticas? 
Há muito tempo se sabe que determinados alelos (variantes 
genéticos) das proteínas da Classe II do complexo principal 
de histocompatibilidade (MHC, do inglês major histocompa- 
tibility complex ) são particularmente frequentes em diabéti- 
cos dependentes de insulina (as proteínas do MHC são com- 
ponentes altamente poiimórficos [variáveis dentro da mesma 
espécie] do sistema imune, aos quais se devem Ügar os antí- 
genos gerados nas células, como as proteínas virais, para que 
sej am reconhecidos como estranhos; Seções 35.2Aa e 35.2E). 
Supõe-se que a autoimunidade contra as células p seja indu- 
zida, em um indivíduo suscetível, por um antígeno estranho, 
talvez um vírus, que lembre imunologicamente algum com- 
ponente da célula p. A proteína MHC de Classe II que liga o 
antígeno o faz com tamanha tenacidade que estimula o siste- 
ma imune a lançar um ataque surpreendentemente vigoroso 
e prolongado ao antígeno. Algumas das células ativadas em 
algum momento migram para o pâncreas, onde iniciam um 
ataque contra as células p devido à semelhança do compo- 
nente dessa célula com o antígeno estranho. 

b. O diabetes não dependente de insulina caracteriza-se peia 
resistência ã insulina e pela redução da sua secreção 

O diabetes meüto não dependente de insulina (tipo 2), que 
responde por mais de 90% dos casos diagnosticados de dia- 
betes e afeta 18% da população com mais de 65 anos, ge- 
ralmente acomete indivíduos obesos e com predisposição 
genética para essa condição (embora sej a uma predisposição 
diferente da associada ao diabetes dependente de insulina) . 
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Esses indivíduos podem apresentar níveis normais ou mes- 
mo muito elevados de insulina. Seus sintomas se originam da 
resistência à insulina, uma aparente falta de sensibilidade ao 
hormônio em células normalmente responsivas. 

A hiperglicemia que acompanha a resistência à insulina 
induz as células p pancreáticas a aumentar sua produção de 
insulina. Mas o alto nível basal de secreção do hormônio di- 
minui a capacidade das células p de responder a aumentos 
adicionais da glicose sanguínea. Consequentemente, a hiper- 
glicemia e as complicações resultantes tendem a piorar com 
o passar do tempo. 

Uma pequena porcentagem de casos do diabetes tipo 2 
resulta de mutações no receptor da insulina que afetam sua 
capacidade de tirosina-cinase ou de ligação à insulina. No en- 
tanto, na grande maioria dos casos não foi identificada uma 
causa genética clara. Por isso é provável que muitos fatores 
tenham um papel no desenvolvimento desta doença. Por 
exemplo, a produção aumentada de insulina resultante de 
excesso de comida pode no final suprimir a síntese dos re- 
ceptores do hormônio. Esta hipótese é favorecida pela obser- 
vação que a dieta sozinha é, com frequência, suficiente para 
controlar esse tipo de diabetes. 

A resistência à insulina, que pode preceder em 10 a 20 
anos o diabetes tipo 2, parece ser causada por uma interrup- 
ção na rota de sinalização da insulina (Seção 19.4F). Gerald 
Shulman propôs que essa interrupção deve ser causada por 
uma cascata de Ser/Thr-cinases que fosforila proteínas conhe- 
cidas como substratos do receptor da insulina (1RS, do inglês 
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FIGUiA 27.10 O mecanismo por meio do qual altas concen- 
trações de ácidos graxos livres causam resistência à insulina. Os 

ácidos graxos livres em concentrações sanguíneas elevadas di- 
fundem-se para as células musculares, onde são convertidos em 
acil-CoA de ácido graxo, diacilgliceróis e ceramidas. Essas subs- 
tâncias lipo tóxicas ativam uma isoforma da PKC, desencadeando 
uma cascata de Ser/Thr-cinase que resulta na fosforilação de 
IRS-1 e IRS-2. Essa fosforilação inibe a fosforilação da tirosina 
necessária para a transmissão do sinal da insulina, reduzindo as- 
sim a ativação da PI3K, o que reduz a taxa de fusão das vesículas 
contendo GLUT4 com a membrana plasmãtica e, consequente- 
mente, a quantidade de glicose que entra na célula. (Modificada 
a partir de Shulman, G.I., J. Clin. Invest. 106, 173 [2000 J.) 



HGüRA 27.11 Perfil da glicose plasmática, em vinte e quatro 
horas, de indivíduos normais e diabéticos não dependentes de 
insulina. O nível basal da glicose e os picos que se seguem às 
refeições são mais altos nos indivíduos diabéticos. (Segundo 
BelljG.L, Pilkis, S.J.,Weber, I.T., e Polonsky, K.S., Annu. Rev. 
Physiol 58, 178 (1996).] 


insulin receptor substrates; Seção 19.3Cg), de forma a reduzir 
sua capacidade de serem fosforiladas em seus resíduos de ti- 
rosina pelo receptor de insulina ativado. A fosforilação dos 
resíduos de tirosina é necessária para a ativação dos IRS e 
comunicação com a fosfoinositídeo-3-cinase (PI3K, do inglês 
phosphoinositide 3-kinase; Seção 19.4D), a qual subsequen- 
temente ativa o translado das vesículas contendo GLUT4 
para a superfície celular, aumentando o transporte de glico- 
se para as células (Seção 20.2Ec). A cascata original de Ser/ 
Thr-cinases é desencadeada pela ativação de uma isoforma 
da proteína-cinase C (PKC; Seção 19.4C), causada por um 
aumento na concentração de acil-CoA de ácido graxo, dia- 
cilglicerol e ceramidas (Seção 12. 1D) resultante da elevada 
concentração de ácidos graxos livres (Fig. 27.10). A falha em 
ativar IRSs reduz a resposta da célula à insulina (Fig. 27.11). 


c. As substâncias que ativam a AMPK atenuam os sintomas 
do diabetes não dependente de insulina 

Outros tratamentos do diabetes não dependente de insuli- 
na usam fãrmacos como a metformina e as tiazoldinedionas 
(TZDs), 



NH 



H 3 C 


Metformina 



Tiazoldinedionas (TZD) 

que reduzem a resistência à insulina tanto por suprimir a libe- 
ração da glicose pelo fígado (metformina) ou por promover a 
disponibilidade da glicose estimulada por insulina no músculo 
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(TZDs). Esses fármacos atuam pelo aumento da atividade da 
AMPK, mas por mecanismos diferentes. As TZDs provocam 
um grande aumento da relação AMP/ATP nas células muscu- 
lares, juntamente com o aumento concomitante e esperado na 
fosforilação e na atividade da AMPK. A metformina, no entan- 
to, estimula a LBK1 a fosforilar e portanto ativar a AMPK (ca- 
mundongos nocauteados para LBK1 são insensíveis à metfor- 
mina). Em ambos os casos o aumento da atividade da AMPK 
reduz a gliconeogênese no fígado e aumenta a utilização da 
glicose no músculo (Fig. 27.4). Além disso, as TZDs reduzem 
a resistência à insulina por se ligarem e ativarem um fator de 
transcrição conhecido como receptor y ativado por prolifera- 
dores de peroxissomos (PPARy; do inglês peroxisome prolife- 
rator-activated receptor y), principalmente no tecido adiposo. 
A ativação do PPAR 7 entre outras coisas, induz a síntese de 
adiponectina (Seção 27.3B), que leva a um aumento na ativida- 
de da AMPK. No tecido adiposo, a ação da AMPK leva a uma 
redução na lipólise e na exportação dos ácidos graxos, dimi- 
nuindo a concentração dos ácidos graxos livres no sangue e por 
isso a diminuição da resistência à insulina (ver anteriormente). 

Ronald Evans mostrou que camundongos transgênicos 
expressando uma forma ativada de PPARy nos seus múscu- 
los esqueléticos podem correr uma distância duas vezes maior 
do que os camundongos selvagens e são resistentes ao ganho 
de peso, mesmo com uma dieta com grande quantidade de 
gordura. Este PPARy ativado induz um aumento no número 
de fibras musculares de contração lenta (Tipo I) aeróbias e, 
portanto, oxidantes de ácidos graxos (Seção 17.3Ca) em rela- 
ção às fibras de contração rápida (Tipo II) anaeróbias e por 
isso menos eficientes na produção de energia. 

Os adipócitos dos roedores secretam um hormônio pep- 
tídico com 108 resíduos denominado resistina. O hormônio é 
assim chamado devido à sua capacidade de bloquear a ação 
da insulina nos adipócitos. Na verdade, a produção de resis- 
tina é reduzida pelos TZDs, um fenômeno que levou à des- 
coberta do hormônio. Foi proposto que a superprodução de 
resistina contribua para o desenvolvimento do diabetes não 
dependente de insulina. Uma diferença interessante entre 
roedores e humanos é que nestes últimos a resistina é pro- 
duzida pelos macrófagos, uma divergência cujas implicações 
evolutivas e funcionais não são claras. 

d. A obesidade é um fator que contribui para a síndrome 
metabólica 

A síndrome metabólica é um distúrbio do metabolismo carac- 
terizado pela resistência à insulina, inflamação, e uma predis- 
posição a várias doenças inclusive ao diabetes tipo 2 , hiperten- 
são e aterosclerose. Estas doenças são acompanhadas por um 
aumento da doença coronariana. A obesidade, o sedentarismo, 
e possivelmente determinantes genéticos têm sido implicados 
na sua ocorrência, que afeta 65 milhões de pessoas somente 
nos Estados Unidos. Exercícios, redução das calorias e do 
peso, adiponectina, leptina, metformina e TZDs têm sido utili- 
zados com sucesso no tratamento da síndrome metabólica. Da 
mesma forma, o agonista do PPARy conhecido como GW1516 



alivia os sintomas da síndrome metabólica em homens 
obesos, provavelmente por estimular a oxidação dos áci- 
dos graxos. 

Evans mostrou que GW1516 aumenta a tolerância ao 
exercício em camundongos, particularmente quando é admi- 
nistrada junto com o agonista da AMPK 5-amidoimidazol-4- 
•carboxamida ribotídio (AICAR); 


o 



S-Amidoimidazol-4-carboxamida ribotídio (AICAR) 

que é também um produto da biossíntese da histidina (Seção 
26.5B) e um intermediário na biossíntese dos ribonucleotíde- 
os de purina (Seção 28.1 A). 

Este tratamento imita os efeitos da expressão de PPAR 7 
ativada, o que sugere que a administração de GW1516 e 
AICAR podem proporcionar alguns dos benefícios do exercí- 
cio sem que sejam realizados. De fato, a World Anti-Doping 
Agency colocou estes compostos na lista de substâncias proi- 
bidas que aumentam a performance dos atletas. 

e. A tecnologia do chlp de DNA permite 0 estudo integrado 
da regulação metabólica 

A capacidade de entender a natureza integrada do meta- 
bolismo e a sua regulação genética na saúde e na doença 
deu um salto gigantesco com o advento dos chips de DNA 
(microarranjos; Seção 7.6B). Ronald Kahn, por exemplo, 
usou essa tecnologia para estudar as bases genéticas das 
anormalidades metabólicas observadas tanto na obesidade 
como no diabetes. Para tanto, ele isolou mRNA do mús- 
culo esquelético de camundongos normais, diabéticos e 
diabéticos tratados com insulina e transcreveu-os a cDNA 
(Seção 5.5Fa) que foi hibridizado com microarranjos de 
oligonucleotídeos que representam 14.288 genes. Dessa 
maneira, foram identificados 129 genes que são estimu- 
lados e 106 que são reprimidos nos camundongos diabé- 
ticos. Não surpreendentemente, a expressão dos mRNAs 
os quais codificam enzimas da rota da p-oxidação dos 
ácidos graxos, estava aumentada, enquanto estava coor- 
denadamente reduzida a expressão das rotas relacionadas 
ao GLUT4, à glicocinase, ao componente El do comple- 
xo multienzimático da piruvato-desidrogenase e às subu- 
nidades dos quatro complexos mitocondriais da cadeia de 
transporte de elétrons. Curiosamente, somente a metade 
dessas alterações na expressão gênica pode ser revertida 
pelo tratamento com insulina. Assim, a era pós-genômica 
certamente testemunhará uma explosão no conhecimento 
sobre regulação metabólica, o que propiciará importantes 
benefícios à saúde. Não obstante, a capacidade de interpre- 
tar corretamente esse gigantesco fluxo de informação pode 
vir a ser o maior desafio. 



GW1516 
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RESUMO DO CAPÍTULO 

1 As principais rotas e estratégias do metabolismo energético: 
Resumo A rede complexa de processos envolvidos no metabolismo 
energético está distribuída entre diferentes compartimentos celu- 
lares e em diferentes órgãos do corpo. Esses processos funcionam 
para gerar ATP, para produzir e armazenar glicose, triacilgliceróis 
e proteínas nos tempos de fartura para serem utilizados quando ne- 
cessário, e para manter a concentração sanguínea de glicose no nível 
adequado para ser usada por órgãos como o cérebro, que, em condi- 
ções normais, a utiliza como única fonte de combustível. As princi- 
pais rotas do metabolismo energético incluem, no citosol, a glicólise, 
a degradação e a síntese do glicogênio, a gliconeogênese, a via das 
pentoses-fosfato, a síntese dos triacilgliceróis e dos ácidos graxos e, 
confinadas à mitocôndria, a oxidação dos ácidos graxos, o ciclo do 
ácido cítrico e a fosforilação oxidativa. A degradação dos aminoá- 
cidos ocorre, em parte, em ambos os compartimentos. O transpor- 
te dos metabólitos, mediado por proteínas carreadoras, através da 
membrana também desempenha um papel metabólico essencial, 

2 Especialização dos órgãos O cérebro normalmente consome 
grandes quantidades de glicose. O músculo, sob demanda intensa de 
ATP, como na corrida de curta distância, degrada glicose e glicogê- 
nio anaerobiamente, produzindo lactato, que é exportado via san- 
gue ao fígado, onde é reconvertido em glicose pela gliconeogênese. 
Durante atividade moderada, o músculo gera ATP pela oxidação 
completa a CÜ 2 e FLO, por meio do ciclo do ácido cítrico e da fosfo- 
rilação oxidativa, da glicose vinda do glicogênio, dos ácidos graxos 
e dos corpos cetônicos. O tecido adiposo armazena triacilgliceróis e 
libera ácidos graxos na circulação em resposta às necessidades me- 
tabólicas do organismo. Essas necessidades são informadas ao teci- 
do adiposo por meio da insulina, que indica o estado nutricional no 
qual o armazenamento é apropriado, e do glucagon, da adrenalina 
e da no r adrenalina, que sinalizam a necessidade de liberação de áci- 
dos graxos para fornecer combustível para outros tecidos. O fígado, 
a “câmara de compensação” metabólica central do corpo, mantém 
as concentrações sanguíneas de glicose armazenando-a, na forma 
de glicogênio, nos tempos de fartura e liberando-a em tempos de 
necessidade, respectivamente, pela degradação do glicogênio e pela 
gliconeogênese. O fígado também converte os ácidos graxos em cor- 
pos cetônicos para uso pelos tecidos periféricos. Durante o jejum, 
ele degrada amino ácidos provenientes da degradação de proteínas 


em intermediários metabólicos que podem ser usados para gerar 
glicose. Os rins removem a ureia do sangue, recuperam metabólitos 
importantes e mantêm o equilíbrio do pH. Para isso, a glutamina é 
degradada produzindo NH,/ para excreção de H . O a-cetogluta- 
rato resultante é convertido em C0 2 para reabastecer o sangue com 
HC0 3 + e manter sua capacidade tamponante. Durante o jejum pro- 
longado, o rim usa esse a-cetoglutarato na gliconeogênese. 

3 Homeostasia metabólica: Regulação do apetite, gasto ener- 
gético e peso corporal A proteína-cinase dependente de AMP 
(AMPK), o indicador do nível de combustível da célula, sente a 
necessidade da célula por ATP e ativa as rotas metabólicas de de- 
gradação enquanto inibe as rotas de biossíntese. A adiponectina, 
um hormônio dos adipócitos que aumenta a sensibilidade à insuli- 
na, atua na ativação da AMPK. O apetite é suprimido pela ação da 
leptina, um hormônio produzido pelo tecido adiposo, pela ação da 
insulina, produzida pela células 3 do pâncreas, e pelo PYY 3 _ 36 , pro- 
duzido pelo trato gastrintestinal, que atua no hipotálamo inibindo 
a secreção do NPY e estimulando a secreção de a-MSH e CART. 
Isso reduz o apetite e, com isso, a ingestão de alimento. A grelina, 
um hormônio secretado pelo estômago vazio, se opõe aos efeitos da 
leptina, da insulina e do PYY 336 , estimulando o apetite e a ingestão 
de alimento. A leptina também atua nos tecidos periféricos estimu- 
lando o gasto energético por meio da oxidação dos ácidos graxos e 
da termogênese. 

4 Adaptação metabólica Durante o jejum prolongado, o cére- 
bro, que em condições normais tem na glicose seu único combus- 
tível, se adapta lentamente ao consumo de corpos cetônicos, des- 
viando assim a carga metabólica da degradação de proteínas para a 
degradação de gorduras. O diabetes melito é uma doença na qual a 
insulina ou não é secretada ou não estimula suficientemente seus te- 
cidos-alvo, levando a altas concentrações de glicose no sangue e na 
urina. As células “morrem de fome” em meio à fartura, uma vez que 
elas não podem absorver a glicose do sangue e seus sinais hormonais 
são os do jejum. A produção excepcionalmente alta de corpos cetô- 
nicos é um dos efeitos mais perigosos do diabetes não controlado. 
A síndrome metabólica é causada por obesidade, sedentarismo, e 
possivelmente por determinantes genéticos. Seus sintomas podem 
ser aliviados por substâncias que ativam a AMPK. 
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PROBLEMAS 


1. Descreva os efeitos metabólicos da deficiência hepática. 

2. Qual é a base para a hipótese que diz que os músculos 
dos atletas são mais rigorosamente tamponados do que os 
dos indivíduos normais? 

3. Corredores experientes sabem que não é uma boa práti- 
ca a ingestão de uma grande quantidade de glicose antes de 
uma corrida de longa distância como uma maratona. Qual é 
a base metabólica para esse aparente paradoxo? 

4. Explique por que a produção de ureia é grandemente re- 
duzida durante o jejum. 

5. Explique por que as pessoas sobrevivem mais tempo em 
jejum completo do que em uma dieta consistindo somente de 
carboidratos. 

6. Explique por que o hálito de um diabético sem tratamen- 
to cheira a acetona. 

7. Dentre a muitas dietas do tipo “coma-tudo-que-quiser- 
-e-perca-peso”, que foram muito populares durante determi- 
nado tempo, há uma que elimina todos os carboidratos, per- 
mitindo, no entanto, o consumo livre de proteína e gordura. 
Uma dieta assim seria eficiente? (Dica: Os indivíduos com 
essa dieta frequentemente se queixam que têm mal hálito.) 


8. As células |3 pancreáticas expressam um receptor para 
ácidos graxos. A ligação do ácido graxo a esta proteína pa- 
rece estimular a secreção de insulina, (a) Este fenômeno tem 
algum sentido metabólico? (b) Os ácidos graxos parecem 
estimular a secreção de insulina muito mais intensamente 
quando a glicose está presente. Por que isto é significante? 

9. Sabe-se que concentrações altas de ácidos graxos livres 
no sangue causam resistência à insulina no músculo, mas so- 
mente após 5 horas. Isto sugere que um metabólito desses 
ácidos graxos pode ser o responsável por esse fenômeno. 
Sabe-se também que uma isoforma da proteína-cinase C é 
ativada durante o processo e que altas concentrações de áci- 
dos graxos livres resulta no acúmulo intramuscular de tria- 
cilgliceróis. Com esta informação, resuma o mecanismo de 
ativação da PKC e a rota de biossíntese do triacilglicerol, e 
sugira um metabólito que possa ser o responsável pela ativa- 
ção da enzima. 

10. Discuta, em termos moleculares, como o sedentarismo 
poderia levar à resistência à insulina. 



Metabolismo dos 

Nucleotídeos 



CAPÍTULO 28 


1 Síntese dos ribonucleotídeos de purina 

A. Síntese de inosina monofosfato 

B. Síntese dos ribonucleotídeos de adenina e de guanina 

C. Regulação da biossíntese dos nucleotídeos de purinas 

D. Recuperação das purinas 

2 Síntese dos ribonucleotídeos de pirimidina 

A. Síntese de UMP 

B. Síntese de UTP e CTP 

C. Regulação da biossíntese de nucleotídeos de pirimidina 

3 Formação de desoxirribonucleotídeos 

A. Produção de resíduos de desoxirribose 

B. Origem da timina 

4 Degradação de nucleotídeos 

A. Catabolismo de purinas 

B. Destino do ácido úrico 

C. Cataboiismo de pirimidinas 

5 Biossíntese das coenzlmas de nucleotídeos 

A. Coenzimas da nicotinamida 

B. Coenzimas da flavina 

C. Coenzima A 


Os nucleotídeos, como já visto, são substâncias biologica- 
mente onipresentes que participam em quase todos os pro- 
cessos bioquímicos: eles são as unidades monoméricas do 
DNA e do RN A; a hidrólise de ATP (trifosfato de adeno- 
sina, do inglês adenosine triphosphate ) e de GTP (trifosfato 
de guanosina, do inglês guanosine triphosphate ) conduzem 
muitos processos que requerem energia livre; os níveis de 
ATP, de ADP (difosfato de adenosina, do inglês adenosine 
diphosphate ) e de AMP (monofosfato de adenosina, do in- 
glês adenosine monophosphate ) regulam numerosas rotas 
metabólicas; o AMPc (AMP cíclico) e o GMPc (monofos- 
fato de guanosina cíclico, do inglês cyclic guanosine mono- 
phosphate) atuam como mediadores em sinais hormonais; 
e NAD , NADP + , FMN (flavina mononucleotídeo), FAD 
(flavina adenina dinucleotídeo) e coenzima A (Co A) são co- 
enzimas essenciais na grande variedade de reações enzimãti- 
cas. A importância dos nucleotídeos no metabolismo celular 
é indicada pela observação de que quase todas as células os 
podem sintetizar tanto de novo como a partir dos produtos 
de degradação dos ácidos nucleicos. Neste capítulo, conside- 
ra-se a natureza dessas rotas biossintéticas. Nesse processo, 
deve-se examinar como elas são reguladas e as consequên- 
cias de seu bloqueio, tanto por defeitos genéticos como pela 
administração de agentes quimioterapêuticos. Discute-se, 


então, como os nucleotídeos são degradados. Finalmente, 
resume-se a biossíntese das coenzimas de nucleotídeos. 


1 SÍNTESE DOS RIBONUCLEOTÍDEOS DE PURINA 

Nesta seção, estudam-se as considerações sobre como os 
ácidos nucleicos e seus componentes são sintetizados des- 
crevendo a síntese dos ribonucleotídeos purínicos. Em 1948, 
John Buchanan obteve os primeiros indícios de como esse 
processo ocorre de novo, suprindo pombos com uma varie- 
dade de compostos isotopicamente marcados e determinan- 
do quimicamente a posição dos átomos marcados no ácido 
úrico (uma purina) excretado. 


o H 



H 


Acido úrico 

Ele utilizou pássaros nesse experimento, pois eles ex- 
cretam quase todo o nitrogênio de refugo na forma de ácido 
úrico, uma substância insolúvel em água e, portanto, facil- 
mente isolada. O resultado dos seus estudos, os quais estão 
resumidos na Fig. 28.1, demonstram que o NI das purinas se 
origina do grupo amino do aspartato; C2 e C8 se originam 
do formato; N3 e N9 são contribuições do grupo amida da 
glutamina; C4, C5 e N7 são derivados da glicina (sugerindo 


HCO3 

I 



Glicina 
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7 \ 
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FIGUR/ 28.1 A origem biossintética dos átomos do anel purí- 
nico. Observe que C4, C5 e N7 provêm de uma única molécula 
de glicina, mas cada um dos outros átomos é derivado de um 
precursor independente. 
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fortemente que essa molécula é inteiramente incorporada no 
anel purínico); e C6 provém do HC0 3 ”(C0 2 ). 

A via efetiva pela qual esses precursores são incorpora- 
dos no anel de purina, o assunto da Seção 28.1 A, foi eluci- 
dado em investigações subsequentes realizadas basicamente 
por Buchanan e por G. Robert Greenberg. Essas investiga- 
ções demonstraram que o derivado de purina inicialmente 
sintetizado é o inosina monofosfato (IMP, do inglês inosine 
monophosphate) , 



OH OH 


Base da 
hipoxantina 


Inosina monofosfato (IMP) 

o nucleotídeo da base hipoxantina. AMP e GMP são sub- 
sequentemente sintetizados a partir desse intermediário por 
rotas separadas (Seção 28.1B). Deste modo, ao contrário de 
expectativas ingênuas, as p urinas são inicialmente formadas 
como ribonucleotídeos e não como bases livres. Estudos adi- 
cionais demonstraram que organismos tão divergentes como 
E. co li, leveduras, pombos e humanos possuem rotas pratica- 
mente idênticas para a biossíntese de nucleotídeos purínicos, 
demonstrando ainda mais a unidade bioquímica da vida. 


A. Síntese de inosina monofosfato 

O IMP é sintetizado em uma rota que compreende 11 rea- 
ções (Fig. 28.2): 

1. Ativação da ribose-5-fosfato. O material inicial para 
a biossíntese de purina é a a-D-ribose-5 -fosfato (R5P), um 
produto da via da pentose-fosfato (Seção 23.4). Na primeira 
etapa da biossíntese de novo de purina, a ribose-fosfato-piro- 
fosfotinase (também conhecida como fosforribosilpirofosfa- 
to-sintase) ativa R5P, combinando-a com ATP para formar 
5-fosforribosil-a-pirofosfato (PRPP, do inglês 5-phospho- 
ribosyl-cL-pyrophosphate). Essa reação, que ocorre por um 
ataque nucleofüico do grupo Cl-H da R5P no P |3 do ATP, é 
incomum, já que um grupo pirofosforil é diretamente trans- 
ferido do ATP para o Cl da R5P e que o produto possui a 
configuração ct anomérica. PRPP é também um precursor na 
biossíntese de pirimidinas (Seção 28.2A) e dos aminoácidos 
triptofano e histidina (Seção 26.5Bd,e). Deste modo, como é 
esperado para uma enzima em tão importante encruzilhada 
biossintética, a atividade da ribose-fosfato-pirofosfocinase 
varia com as concentrações dos numerosos metabólitos, in- 
cluindo PP ; e 2,3-difosfoglicerato, os quais são ativadores, e 
ADP e GDP, os quais são inibidores mistos (Seção 14.3C). A 
regulação da biossíntese de nucleotídeos purínicos é discuti- 
da na Seção 28.1 C. 

2, Aquisição do átomo N9 da purina. A amidofosforribosil- 
-transferase (alternativamente, glutamina -PRPP- amino- 
transferase ou PurF; o último tendo sido nomeado para o 
gene de E. coli que o codifica, purF) catalisa a substituição 


do grupo pirofosfato do PRPP pelo nitrogênio da amida da 
glutamina para produzir p-5-fosforribosflamina (PRA, do 
inglês j8 -5-phosphoribosyl aminé). Essa é a primeira reação 
na rota que é única da biossíntese de novo de purina (por 
essa razão, algumas fontes se referem a ela como a primeira 
reação da rota, da qual então se diz consistir em 10 reações). 
Esse processo ocorre em duas reações consecutivas que 
acontecem em sítios ativos separados na enzima: 

1. Glutamina + H z O -» ácido glutâmico + NH 3 

2. NH 3 + PRPP -> PRA + PPi 

A Etapa 1 é catalisada por um membro da família de amido 
transferases N-terminal nucleofílicas (Ntn, Seção 26.5Aa). 
A Etapa 2 ocorre com a inversão da configuração do Cl da 


FIGURA 28.2 A rota metabólica da biossíntese de novo de 

IMP. {ao lado ) O resíduo de purina é construído a partir de um 
anel de ribose em 11 reações catalisadas por enzimas. A estrutu- 
ra por raios X para todas as enzimas está representada do lado 
externo da seta da reação correspondente. As cadeias peptídicas 
das enzimas monoméricas estão coloridas na ordem das cores do 
arco-íris de suas extremidades N-terminal (azul) às suas extremi- 
dades C-terminal (vermelho). As enzimas oligoméricas, as quais 
consistem todas em cadeias polipeptídicas idênticas, são vistas 
ao longo de seu eixo de rotação com suas várias cadeias diferen- 
temente coloridas. Os ligantes estão demonstrados na forma de 
volume atômico. A Enzima 1, caracterizada por Sine Larsen, 
University of Copenhagen, Dinamarca, é um hexâmero D 3 de B. 
subtilis que se liga a ot.p-metileno-ADP em seus sítios catalítico 
(vermelho) e alostérico (azul); PDBid 1DKU. A Enzima 2, ca- 
racterizada por Janet Smith, Purdue University, é um tetrâmero 
D 2 de B. subtilis que se liga a GMP (azul), ADP ( vermelho ) e 
a um centro [4Fe—4S] (cor de laranja, o qual aparentemente 
possui uma função reguladora antes de uma função redox); PD- 
Bid 1AOO. A Enzima 3 e a Enzima 6, ambas de E.coli, foram 
caracterizadas por JoAnne Stube, MIT, e Steven Ealick, Comell 
University, EUA; PDBids 1GSO e 1CLI. A Enzima 4, de E.coli, 
caracterizada por Robert Almassy, Agouron Pharmaceuticals, 
San Diego, Califórnia, EUA, se liga a GAR (azul-claro) e 5 
deazatetra-hidrofolato (vermelho), PDBid 1CDE. A Enzima 
5, de Thermatoga marítima, foi caracterizada por Ian Wilson, 
Scripps Research Institute, La Jolla, Califórnia, EUA; PDBid 
1VK3. A Reação 7, em E.coli, é catalisada por duas enzimas que 
agem sequencialmente, Classe I PurE (acima) e PurK (abaixo). 
Classe I PurE, caracterizada por JoAnne Stubbe, MIT, e Steven 
Ealick, Comell University, EUA, é um octâmero Z) 4 que se liga a 
AIR (vermelho); PDBid 1D7A. PurK, caracterizada por JoAnne 
Stubbe, MIT, e Hazel Holden, University of Wisconsin, EUA, 
é um dímero C 2 que se liga a ADP (vermelho); PDBid 1B6S. 

A Enzima 8, de levedura, foi caracterizada por Victor Lamzin, 
Academy of Sciences, Moscou, Rússia, e Keith Wilson, EMBL, 
Hamburgo, Alemanha; PDBid 1A48. A Enzima 9, de Therma- 
toga marítima, caracterizada por Todd Yeates, UCLA, EUA, é 
um tetrâmero D 2 ; PDBid 1C3U. As Reações 10 e 11 na galinha 
são catalisadas por uma enzima bifuncional que foi caracterizada 
por Stephen Benkovic, Pennsylvania State University, EUA, e 
Ian Wilson, The Scripps Research Institute, La Jolla, Califórnia, 
EUA. Ela forma um dímero C 2 demonstrado com sua função de 
AICAR-transformilase acima e sua função de IMP-ciclo-hidrola- 
se, a qual se liga a GMP (púrpura), abaixo; PDBid 1G8M. 

4 ^ 2 - Ver Figuras animadas 
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ribose e assim estabelece a forma anomérica do futuro nu- 
cleotídeo. O NH 3 passa entre os dois sítios ativos por um 
túnel de 20 Â de comprimento que é revestido por resíduos 
apoiares destituídos de grupos que se ligam a hidrogênio e 
que por isso não impedem a difusão do NH 3 (tem-se obser- 
vado que o NH 3 gerado pela hidrólise da glutamina é cana- 
lizado de forma semelhante para o sítio ativo que o utiliza 
na carbamoilfosfato-sintase [Seção 26.2 Aa] e na glutamato- 
-sintase [Seção 26.5Aa]). Essas reações, as quais são con- 
duzidas a sua conclusão pela subsequente hidrólise do PP ; 
liberado, constituem a etapa geradora de fluxo da rota. Não 
é surpreendente, portanto, que a amidofosforribosil-transfe- 
rase esteja sujeita a retroinibição por nucleotídeos purínicos 
(Seção 28. 1C). 

3. Aquisição dos átomos C4, C5 e N7 da purina. O grupo 
carboxila da glicina forma uma amida com o grupo amina do 
PR A, produzindo a glitinamida-ribotídeo (GAR) em uma 
reação catalisada pela GAR-sintase (PurD) que ocorre pela 
fosforilação intermediária do grupo carboxila da glicina. A 
reação, que é reversível apesar da concomitante hidrólise de 
ATP a ADP + P ; , é a única etapa da rota de biossíntese de 
purina na qual mais de um átomo do anel purínico é adqui- 
rido. A observação de que PRA é quimicamente instável fé 
hidrolisada a R5P e NH 3 com uma meia-vida de 5 s a 37° C) 
sugere que a GAR-sintase e a amidofosforribosil-transferase 
se associam de forma a canalizar PRA entre elas. De fato, 
um modelo estérica e eletrostaticamente plausível de tal 
complexo foi construído com base nas estruturas por raios X 
dessas duas enzimas. 

4. Aquisição do átomo C8 da purina. O grupo a -amina 
primário da GAR é formilado pela GAR-transformilase 
(PurN) gerando formilglicinamida-ribotídeo (FGAR). O 

doador de formil nessa reação é A l0 -formiltetra-hidrofolato 
(AT 10 -formil-THF), um cofator que transfere unidades C x de 
doadores como serina, glicina e formato para vários acep- 
tores em reações biossintéticas (Seção 26.4D). Estudos es- 
truturais e enzimológicos indicam que a reação ocorre pelo 
ataque nucleofílico do grupo amina primário da GAR no 
carbono formil do A 10 -formil-THF, produzindo um interme- 
diário tetraédrico. 

5. Aquisição do átomo N3 da purina. O grupo amida ami- 
na de uma segunda glutamina é transferido ao anel purí- 
nico crescente para formar formilglicinamidina-ribotídeo 
(FGAM). Essa reação, a qual é catalisada pela FGAM- 
sintase (PurL), é conduzida pela hidrólise acoplada de ATP 
a ADP + P ; . Acredita-se que ela ocorra pelo mecanismo 
esboçado na Fig. 28.3. Aqui o oxigênio da forma FGAR 
isoamida reage com ATP para produzir um intermediário 
fosforiléster. Esse intermediário, então, reage com NH 3 (o 
nitrogênio da glutamina amida liberado na formação de uma 
enzima tioéster) para formar um aduto tetraédrico. O adu- 
to, então, elimina P,- para produzir o produto imina, FGAM. 
Essas reações, nas quais um oxigênio da carboxamida é subs- 
tituído por um grupo imina, são comuns na biossíntese de nu- 
cleotídeos. Por exemplo, a Reação 6 dessa rota e as reações 
que convertem IMP a AMP (Seção 28. 1B) e UTP (trifosfato 
de uridina, do inglês uridine triphosphatè) a CTP (trifosfa- 
to de citidina, do inglês cytidine triphosphatè ) (Seção 28. 2B) 
seguem mecanismos semelhantes, ou seja, a conversão do 
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FIGURA 28.3 O mecanismo proposto para a Formilglicina- 
midina-ribotídeo (FGAM) sintase. O domínio glutaminase da 
enzima contém um resíduo de serina do sítio ativo que catalisa 
a liberação do NH 3 com a formação transiente de uma enzima 
tioéster (não demonstrado) cuja hidrólise produz glutamato. A 
forma isoamida da FGAR é fosforilada por ATP e então reage 
com “NH 3 ” para formar um intermediário tetraédrico cujo co- 
lapso produz FGAM + P È . 


oxigênio da carboxamida a um fosforiléster que é nucleofi- 
licamente atacado por um átomo de nitrogênio amina para 
produzir um aduto tetraédrico que, por sua vez, expele o P, 
para formar o produto. 

6. Formação do anel imidazol purínico. O anel imidazol 
purínico é fechado em uma condensação intramolecular que 
requer ATP e que produz 5-aminoimidazol-ribotídeo (AIR) 
em uma reação catalisada pela AIR-sintase (PurM). A aro- 
matização do anel imidazólico é facilitada pela alteração tau- 
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tomérica do reagente da sua forma imina para a sua forma 
enamina. 

7. Aquisição do C6. Em eucariotos superiores, o C6 pu- 
rínico é introduzido como HC0 3 (C0 2 ) em uma reação 
dependente de ATP catalisada pela AIR-carboxilase que 
produz carboxiaminoimidazol-ribotídeo (CAIR) e ADP + 
P ; . Entretanto, em leveduras, em plantas e na maioria dos 
procariotos (incluindo E. coli), essa reação ocorre em duas 
etapas que são mediadas por duas atividades enzimáticas se- 
paradas: PurK e PurE Classe I. 


h 2 n 



CO, 




R5P 


AIR-carboxilase 
(PurE Classe II) 


ATP + hco: 


ADP + P 



PurK 
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II 
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IV 5 - CAIR 


R5P 
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PurK catalisa a carboxilação ATP-dependente de AIR 
para produzir A^-CAIR, o qual PurE Classe I rearranja 
para produzir CAIR. PurE Classe I é homóloga à AIR- 
-carboxilase, a qual é, portanto, também chamada de PurE 
Classe O. A PurE Classe I sozinha pode catalisar a reação 
da AIR-carboxilase, mas uma vez que sua K M para HCO, 
é 110 m M, ela requer uma concentração de HC0 3 ~ alta de- 
mais para as condições fisiológicas para fazê-lo a uma taxa 
significativa. Contudo, a ação de PurK diminui a concen- 
tração de HC0 3 ~ necessária para a reação catalisada por 
PurE em > 1.000 vezes, presumivelmente pela formação 
conduzida por ATP do carbonil-fosfato, da mesma for- 
ma que se acredita também ocorrer na reação da carba- 
moilfosfato-sintase (Seção 26. 2 A). A observação de que 
7V 5 -CAIR é quimicamente instável (se decompõe a AIR 
com uma meia-vida de 15 s a pH 7,5 a 25°C) sugere que 
A 5 -CAIR seja canalizado entre PurK e PurE Classe I. De 
fato, em leveduras e em plantas, a porção N-terminal de 
PurE Classe I está fusionada à porção C-terminal de PurK. 
Entretanto, em E. coli, essas duas atividades enzimáticas 
ocorrem em proteínas separadas, para as quais não há evi- 
dências de associação. 

8. Aquisição de Nl. O átomo purínico NI é forneci- 
do por aspartato em uma reação de condensação for- 
madora de amida produzindo 5-ãminoimidazol-4-(A- 
-succinilocarboxamida)-ribotídeo (SAICAR) que é 
catalisada pela SAICAR-sintase (PurC). A reação, que é 
conduzida pela hidrólise de ATP a ADP + P„ se assemelha 
quimicamente à Reação 3. 

9. Eliminação do fumarato. O SAICAR é clivado com 
a liberação do fumarato, produzindo 5-aminoimidazol-4- 
-carboxamida-ribotídeo (AICAR) em uma reação catalisa- 
da pela adenilossuccinato-liase (PurB). As Reações 8 e 9 se 


assemelham quimicamente às reações do ciclo da ureia, nas 
quais citrulina é aminada para formar arginina (Seções 26.2C 
e 26.2D). Em ambas as rotas, o grupo amina do aspartato 
é transferido a um aceptor por uma reação de acoplamento 
conduzida por ATP seguido da eliminação do esqueleto de 
carbono do aspartato como fumarato. Em plantas e em mi- 
crorganismos, AICAR é também formado na biossíntese de 
histidina (Seção 26.5Be), mas, uma vez que neste processo 
o AICAR é derivado do ATP, ele não fornece biossíntese 
líquida de purinas. 

10. Aquisição de C2. O átomo final do anel purínico é ad- 
quirido pela formilação por A 10 -formil-tetra-hidrofolato, 
produzindo 5-formaminoimidazol-4-carboxamida-ribotí- 
deo ( FAICAR) em uma reação catalisada pela AICAR- 
transformilase (PurH). Em bactérias, essa reação e aquela 
da Reação 4 são indiretamente inibidas por sulfonamidas, 
as quais, será lembrado, previnem a síntese de folato pela 
competição com seu componente p-aminobenzoato (Seção 
26.4D). Os animais, incluindo os humanos, devem adquirir 
folato pela dieta, uma vez que são incapazes de sintetizá-lo. 
Eles são, portanto, impassíveis a sulfonamidas. As proprie- 
dades antibióticas das sulfonamidas são, dessa forma, larga- 
mente um resultado de sua inibição da biossíntese de ácidos 
nucleicos em bactérias suscetíveis. 

11. Fechamento do anel para formar IMF. A reação final 
da rota, o fechamento do anel para formar IMP, ocorre 
pela eliminação da água catalisada pela IMP-ciclo-hidro- 
lase (PurJ). Ao contrário da Reação 6, o fechamento que 
forma o anel imidazólico, essa reação não acarreta em hi- 
drólise de ATP. 

Em animais, as atividades que catalisam as Reações 3, 
4 e 6, Reações 7 e 8 e Reações 10 e 11 ocorrem em polipep- 
tídeos simples. Os produtos intermediários dessas enzimas 
multifuncionais não são prontamente liberados no meio, 
mas são canalizados para as atividades enzimáticas seguin- 
tes da rota, aumentando assim a velocidade geral desses 
processos de várias etapas e protegendo os intermediários 
da degradação por outras enzimas celulares. Viu-se ante- 
riormente, por exemplo, que a formação de acetil-CoA a 
partir de piruvato ocorre no complexo multienzimático da 
piruvato-desidrogenase, o qual contém três enzimas catali- 
sando cinco reações consecutivas (Seção 21 .2 A); que todas 
as sete atividades enzimáticas que catalisam a síntese de áci- 
dos graxos em animais ocorrem em uma única molécula de 
proteína (Seção 25.4Ca,b); e que as enzimas multifuncionais 
carbamoilfosfato-sintase I (Seção 26.2Aa), glutamato sin- 
tase (Seção 26.5 Aa), triptofano-sintase (Seção 26.5Bd), e 
amidofosforribosil-transferase (ver anteriormente) passam 
produtos intermediários reativos entre seus sítios ativos por 
túneis proteicos. Está se tornando cada vez mais aparente 
que a associação de enzimas relacionadas funcionalmente é 
um fenômeno muito difundido. 

B. Síntese dos ríbonucleotídeos de adenina e de guanina 

O IMP não se acumula na célula, mas, ao contrário, é ra- 
pidamente convertido a AMP e GMP. AMP, o qual difere 
do IMP apenas na substituição de seu grupo 6-cetona por 
um grupo amino, é sintetizado em uma rota de duas reações 
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FIGURA 28.4 IMF é convertido a AMP e GMP em rotas de duas reações separadas. As estruturas por raios X para todas as 
enzimas que catalisam essas reações estão demonstradas do lado externo da seta da reação correspondente. As estruturas por 
raios X desses homo-oligômeros são demonstradas como descrito na legenda da Fig. 28.2. A adenilossuccinato -sintase de E. 
coli , caracterizada por Herbert Fromm e Richard Honzatko, Iowa State University, EUA, é um dímero C 2 em complexo com 
IMP (verde), GDP ( vermelho ) e hadaddma ( magenta ; um inibidor competitivo do aspartato); PDBid 1GIM. A adenilossucci- 
nato-liase de Thermatoga marítima, caracterizada por Todd Yeates, UCLA, EUA, é um tetrâmero Z> 2 ; PDBid 1C3U. A IMP- 
-desidrogenase de hamster chinês, caracterizada por Keith Wilson, Vertex Pharmaceu ticais, Cambridge, Massachusetts, EUA, 
é um tetrâmero C 4 em complexo com IMP oxidado ( vermelho ) e MPA (púrpura ); PDBid 1JR1. A GMP-sintase de E. coli, 
caracterizada por Janet Smith, Purdue University, EUA, é um tetrâmero D 2 em complexo com AMP (vermelho), pirofosfato 
(azul) e citrato (púrpura ); PDBid 1GPM. 


(Fig. 28.4, esquerda). Na primeira reação, o grupo amino 
da aspartato é ligado ao IMP em uma reação impelida pela 
hidrólise do GTP a GDP + P, para produzir adenilossucci- 
nato. Na segunda reação, a adenilossuccinato-liase elimina 
o fumarato do adenilosuccinato para formar AMP. Essa en- 
zima também catalisa a Reação 9 da rota do IMP (Fig. 28.2). 

O GMP também é sintetizado a partir de IMP em uma 
rota de duas reações (Fig. 28.4, direita). Na primeira reação, 
a IMP-desidrogenase catalisa a oxidação dependente de 
NAD do IMP para formar xantosina monofosfato (XMP; 
o ribonucleotídeo da base xantina). O XMP é, então, con- 
vertido a GMP pela substituição de seu grupo 2-cetona pelo 
nitrogênio amida da glutamina em uma reação impelida pela 
hidrólise de ATP a AMP + PP; (c subsequentemente a 2P.). 

A IMP-desidrogenase, um homotetrâmero de sub unida- 
des de 514 resíduos, foi incubada com IMP, NAD" e o ini- 


bidor produzido em fungos ácido micofenólico (MPA, do 
inglês mycophenolic acid). 



A estrutura por raios X do complexo resultante, deter- 
minada por Keith Wilson, revelou que a enzima estava ligada 
a AMP j untamente com um intermediário da reação no qual 
o átomo C2 do IMP havia se tornado covalentemente ligado 
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ao átomo S da Cys 331 e, então, desidrogenado por NAD 
para produzir o éster tioimidato: 


o 



Ribose-5- fosfato 

Produto enzimático éster tioimidato 

A substituição mutagênica da Cys 331 por Ala inativa a enzi- 
ma. Essas observações apoiam fortemente um mecanismo ca- 
talítico no qual a Cys 331 do grupo tiol ataca de forma nucleo- 
fílica o átomo C2 do IMP, seguido da transferência de hidreto 
para o NAD ' , produzindo o intermediário covalentemente 
ligado j á mencionado, o qual é subsequentemente hidrolisado 
para produzir XMP. O MPA se liga à enzima com seu anel 
dicíclico empilhado ao anel purínico (como se esperaria para 
o anel de nicotinamida do NAD ') e com seu grupo hidroxil 
fenólico no sítio hidrolítico proposto. Isso bloqueia a hidróli- 
se do éster tioimidato e, consequentemente, inativa a enzima. 

A atividade da IMP-desidrogenase é essencial para a 
resposta imune (Seção 35.2), uma vez que é necessária para 
que as células do sistema imune, conhecidas como linfócitos 
B e T, possam gerar os nucleotídeos de guanosina que elas 
precisam para proliferar. Além disso, certas células cance- 
rosas possuem atividade de IMP-desidrogenase aumentada. 
Consequentemente, a IMP-desidrogenase é um alvo tanto 
para a terapia imunossupressora como para a quimioterapia. 
De fato, o MPA é utilizado clinicamente para evitar a rejei- 
ção de rins transplantados. 

a. Nucleosídeos difosfatados e trifosfatados são sintetizados 
pela fosforílação dos nucleosídeos monofosfatados 
Para participar da síntese de ácidos nucleicos, os nucleosídeos 
monofosfatados devem primeiramente ser convertidos nos 
nucleosídeos trifosfatados (NTPs, do inglês nucleoside tri- 
phosphate) correspondentes. Na primeira das duas reações 
sequenciais de fosforilação que o fazem, os nucleosídeos 
difosfatados (NDPs, do inglês nucleoside diphosphates) são 
sintetizados a partir dos nucleosídeos monofosfatados cor- 
respondentes por cinases nucleosídeo monofosfato base- 
-específicas. Por exemplo, a adenilato cinase (Seção 17.4Fd) 
catalisa a fosforilação de AMP a ADP: 

AMP + ATT 2 ADP 

De forma semelhante, GDP é produzido por uma enzima 
guanina-específica: 

GMP + ATT ^ " GDP + ADP 

Essas cinases nucleosídeo monofosfato não discriminam en- 
tre substratos ribose e desoxirribose. 

Os nucleosídeos difosfato são convertidos a seus trifos- 
fatos correspondentes pela cinase nucleosídeo difosfato; por 
exemplo, 


ATT + GDP ADP + GTP 

Embora essa reação esteja escrita com ATP como o doador 
de fosforil e GDP como o aceptor, a cinase nucleosídeo di- 


fosfato não é específica à base de qualquer de seus substratos 
e se o resíduo de açúcar é ribose ou desoxirribose. A rea- 
ção ocorre por um mecanismo de pingue-pongue, no qual o 
substrato NTP fosforila um resíduo His da enzima, o qual, 
por sua vez, fosforila o substrato NDP. A reação da fosfogli- 
cerato-mutase na glicólise também possui um intermediário 
fosfo-His (Seção 17.2H). A reação da cinase nucleosídeo di- 
fosfato, como pode ser esperado pela estrutura quase idênti- 
ca de seus substratos e produtos, normalmente opera perto 
do equilíbrio (ÁG ~ 0). O ADP é, obviamente, também con- 
vertido a ATP por uma variedade de reações que liberam 
energia, tais como as da glicólise e da fosforilação oxidativa. 
De fato, são essas reações que enfim conduzem as reações de 
cinase precedentes. 

C. Regulação da biossíntese dos nuc/eotíde os de purínas 

As rotas envolvidas no metabolismo de ácidos nucleicos são 
firmemente reguladas, como é evidenciado, por exemplo, 
pelo aumento nas taxas de síntese de nucleotídeos durante 
a proliferação celular. De fato, as rotas que sintetizam IMP, 
ATP e GTP são individualmente reguladas na maioria das 
células de forma a não apenas controlarem a quantidade to- 
tal de nucleotídeos purínicos produzidos, mas também coor- 
denarem as quantidades relativas de ATP e GTP. Essa rede 
de controle está delineada na Fig. 28.5. 

A rota do IMP é regulada nas suas duas primeiras rea- 
ções: aquelas catalisando a síntese de PRPP e 5-fosforribo- 
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FIGURA 28.5 Rede de controle da rota de biossíntese de 
purinas. Os octógonos vermelhos e os pontos verdes indicam 
pontos de controle. A retroinibição é indicada por setas ponti- 
lhadas vermelhas e a ativação por substrato é representada por 
setas pontilhadas verdes. Ver Figuras animadas 
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silamina. Já se viu que a ribose-fosfato-pirofosfocinase, a 
enzima que catalisa a Reação 1 da rota do IMP, é inibida 
tanto por ADP como por GDP (Seção 28.1 A). A amido- 
fosforribosil-transferase, a enzima que catalisa a primeira 
etapa envolvida na rota de IMP (Reação 2), está prova- 
velmente sujeita a retroinibição. Nesse caso, entretanto, a 
enzima se liga a ATP, ADP e AMP em um sítio inibitório 
e a GTP, GDP e GMP em outro. A taxa de produção de 
IMP é consequentemente independente, mas sinergistica- 
mente controlada pelos níveis de nucleotídeos de adenina 
e de nucleotídeos de guanina. Além disso, a amidofosforri- 
bosil-transferase é alostericamente estimulada pelo PRPP 
(ativação por substrato). 

O segundo nível de regulação ocorre imediatamente 
abaixo do ponto de ramificação que leva a AMP e GMP (Fig. 
28.4). AMP e GMP são inibidores competitivos do IMP em 
sua própria síntese, de forma que a produção excessiva des- 
ses produtos é impedida. Em adição, as taxas de síntese dos 
nucleotídeos de adenina e de guanina são coordenadas por- 
que o GTP propulsiona a síntese de AMP a partir de IMP, 
enquanto o ATP propulsiona a síntese de GMP a partir de 
IMP. Essa reciprocidade serve para balancear a produção 
de AMP e GMP (os quais são necessários em quantidades 
aproximadamente iguais na biossíntese de ácidos nucleicos): 
A taxa de síntese de GMP aumenta com [A TPj, enquanto a de 
AMP aumenta com [ GTP]. 

D. Recuperação das purínas 

A maioria das células possui uma rotatividade ( turnover ) 
ativa de muitos de seus ácidos nucleicos (particularmente 
de alguns tipos de RN A), os quais, por processos de de- 
gradação descritos na Seção 28. 4A, resultam na liberação 
de adenina, guanina e hipoxantina. Essas purinas livres 
são reconvertidas aos seus nucleotídeos correspondentes 
por rotas de recuperação. Ao contrário da rota de síntese 
de novo de nucleotídeos purínicos, a qual é praticamente 
idêntica em todas as células, as rotas de recuperação são di- 
versas em caráter e distribuição. Em mamíferos, as purinas 
são, em geral, recuperadas por duas enzimas diferentes. A 
adenina-fosforribosiltransferase (APRT) faz mediação da 
formação de AMP pela transferência da adenina ao PRPP 
com a liberação de PP ; : 

Adenina + PRPP - AMP + PP; 

A hípoxantina-guanina-fosforribosiltransferase (HGPRT) 

catalisa a reação análoga para hipoxantina e para guanina: 

Hipoxantina + PRPP ■<, x IMP + PP, 

Guanina + PRPP ~ GMP + PP, 

a. A síndrome de Lesch-Nyhan resulta da deficiência em 
HGPRT 

Os sintomas da síndrome de Lesch-Nyhan, que é causada por 
uma deficiência grave em HGPRT, indicam que as reações 
de recuperação de purinas possuem outras funções além da 
conservação da energia necessária para a biossíntese de novo 
de purinas. Esse defeito congênito ligado ao sexo (afeta qua- 
se somente machos) resulta na produção excessiva de ácido 


úrico (o ácido úrico é um produto da degradação de purinas; 
Seção 28.4A) e em anormalidades neurológicas, tais como 
espasmos, deficiência intelectual e comportamento altamen- 
te agressivo e destrutivo, incluindo uma bizarra compulsão 
à automutilação. Por exemplo, muitas crianças com síndro- 
me de Lesch-Nyhan têm um ímpeto de morder seus lábios e 
dedos tão irresistível que elas devem ser contidas. Se as res- 
trições são removidas, os pacientes comunicativos apelarão 
para que sejam recolocadas assim que começarem a se ferir. 

A produção excessiva de ácido úrico em pacientes com 
a síndrome de Lesch-Nyhan é facilmente explicada. A falta 
de atividade da HGPRT leva a um acúmulo de PRPP que 
seria normalmente utilizado na recuperação da hipoxantina 
e da guanina. O excesso de PRPP ativa a amidofosforribosil- 
-transferase (a qual catalisa a Reação 2 da rota de biossínte- 
se de IMP; Fig. 28.2) , com isso aumentando muito a taxa de 
síntese de nucleotídeos de purina e consequentemente a de 
seu produto de degradação, o ácido úrico. Até o momento, 
a base fisiológica das anormalidades associadas permanece 
obscura. Contudo, que um defeito em uma única enzima 
pode causar mudanças comportamentais tão profundas, não 
obstante bem-definidas, é um fato de importantes implica- 
ções psiquiátricas. 

2 SÍNTESE DOS RIBONUCLEOTÍDEOS DE P1RIMIDINA 

A biossíntese das pirimidinas é um processo mais simples 
que a biossíntese das purinas. Experimentos com marcação 
por isótopos demonstraram que os átomos Nl, C4, C5 e C 6 
do anel pirimidínico são todos derivados do ácido aspárti- 
co, C2 origina-se do HCO 3 e N3 é uma contribuição da glu- 
tamina (Fig. 28.6). Nesta seção, serão discutidas as rotas de 
biossíntese dos ribonucleotídeos pirimidínicos e como esses 
processos são regulados. 

A. Síntese de UMP 

O maior passo na determinação da rota de biossíntese de 
novo de ribonucleotídeos pirimidínicos foi a observação de 
que mutantes do bolor de pão Neurospora crassa, que são 
incapazes de sintetizar pirimidinas e, portanto, requerem 
tanto citosina como uracila em seu meio de cultivo, cres- 
cem normalmente quando supridos com a pirimidina ácido 
orótico (ácido uracil- 6 -carboxílico) no lugar de citosina e 
uracila. 


o 



H 

Acido orótico (ácido uracil-6-carboxílico) 

Essa observação levou à elucidação da seguinte rota de seis 
reações da biossíntese do UMP (uridina monofosfato) (Fig. 
28.7). Observe que, diferente do que acontece com os nu- 
cleotídeos purínicos, o anel pirimidínico é acoplado à porção 
ribose-5 -fosfato após o anel ser sintetizado. 
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FIGURA 28.© As origens biossintéticas dos átomos do anel 
pirimidínico. 


1. Síntese do carbamoil-fosfato. A primeira reação da bios- 
síntese de pirimidinas é a síntese de carbamoil-fosfato a par- 
tir de HCO 3 e do nitrogênio amida da glutamina pela enzima 
citosólica carbamoil-fosfato-sintase n (CPS n). Essa reação 
é incomum por não usar biotina e consumir duas moléculas 
de ATP: uma fornece um grupo fosfato e outra dá energia à 
reação. Previamente discutiu-se a síntese de carbamoil-fos- 
fato em conexão com a formação de arginina (Fig. 26.2A). 
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FIGURA 28.7 Rota metabólica da síntese de novo de UMP. A rota consiste em seis reações catalisadas por enzimas. Observe 
que, ao contrário da biossíntese de purinas (Fig. 28.2), o anel pirimidínico é formado antes de sua ligação ao anel de ribose. As 
estruturas por raio X das enzimas estão desenhadas como descrito na legenda da Fig. 28.2. A Enzima 1, de E. coli , caracterizada 
por Hazel Holden, University of Wisconsin, EUA, é um hetero-octâmero a 4 (3 4 com simetria D 2 , no qual cada uma de suas subu- 
nidades maiores se liga a dois ADPNPs ( vermelho ) e a uma ornitina {púrpura)’, PDBid 1BXR. A Enzima 2, de E. coli, caracteri- 
zada por William Lipscomb, Harvard University, EUA, é um heterododecâmero c 6 r è com simetria D 3 , no qual cada uma de suas 
subunidades regulatórias (r) se liga a CTP (verde); PDBid 5AT1. A Enzima 3, de E. coli, caracterizada por Hazel Holden, Uni- 
versity of Wisconsin, EUA, é um dímero C 2 que se liga a carbamoil-aspartato (púrpura) em uma subunidade e a orotato ( verme- 
lho ) em outra; PDBid 1J79. A Enzima 4, de humanos, caracterizada por Jon Clardy, Corne 11 University, EUA, é um monômero 
que se liga a orotato (amarelo), FMN ( magenta ) e A77 1726 (verde); PDBid 1D3H. A Enzima 5, de Salmonella typhimurium, 
caracterizada por James Sacchettini, Albert Einstein College of Medicine, EUA, é um dímero C 2 que se liga a orotato ( cor de 
laranja) e PRPP (púrpura ); PDBid lOPR. A Enzima 6, de B. subtilis, caracterizada por Steven Ealick, Cornell University, EUA, 
é um dímero C 2 que se liga a UMP (verde); PDBid 1DBT. tfb Ver Figuras animadas 
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O carbamoil-fosfato que é utilizado para sintetizar arginina 
pelo ciclo da ureia é sintetizado por uma enzima mitocon- 
drial distinta, a carbamoil-fosfato -sintase I (CPS I), a qual 
utiliza amónia como fonte de nitrogênio. Os procariotos 
possuem apenas uma carbamoil-fosfato-sintase, a qual supre 
tanto a biossíntese de pirimidinas como a de arginina e uti- 
liza glutamina. Essa última enzima, como foi visto, contém 
três diferentes sítios ativos que são conectados por um túnel 
notavelmente longo de 96 A pelo qual os produtos interme- 
diários se difundem (Fig. 26.9). 

A rota de biossíntese das pirimidinas é um alvo para 
fármacos antiparasíticos. Por exemplo, o protozoário 
Toxoplasma gondii, o qual infecta a maioria dos mamíferos, 
causa toxoplasmose, uma doença cuj as complicações incluem 
cegueira, disfunção neurológica e morte em indivíduos imu- 
nocomprometidos (p. ex., aqueles com aids). A maioria dos 
parasitas evoluíram para aproveitar os nutrientes supridos 
por seus hospedeiros. No entanto, T. gondii, é incapaz de su- 
prir suas necessidades exclusivamente por meio de rotas de 
recuperação de nucleotídeos e mantém a sua habilidade de 
sintetizar uracila de novo. Os fármacos que tem como alvo 
a carbamoil-fosfato sintase II (uma enzima cuj a estrutura e 
cinética a distingue de sua correspondente em mamíferos) 
podem portanto prevenir o crescimento de T. gondii. Além 
disso, há evidências de que linhagens de T. gondii que foram 
modificadas geneticamente para perder carbamoil-fosfato- 
-sintase II são avirulentas e podem ser úteis como vacinas 
para humanos e animais domésticos. 

2. Síntese de carbamoil-aspartato. A condensação de car- 
bamoil-fosfato com aspartato para formar carbamoil-aspar- 
tato é catalisada pela aspartato-transcarbamilase (ATCase). 
Esta reação, a etapa geradora de fluxo da rota, ocorre sem a 
necessidade de ATP uma vez que o carbamoil-fosfato é in- 
trinsecamente ativado. A estrutura e a regulação da ATCase 
de E. coli é discutida na Seção 13.4. 

3. Fechamento do anel para formar di-hidro-orotato. A 

terceira reação da rota foi elucidada por Arthur Kornberg a 
partir de sua observação de que microrganismos que utilizam 
ácido orótico como fonte de carbono, primeiro o reduzem 
a di-hidro-orotato. A reação que forma o anel pirimidínico 
produz di-hidro-orotato em uma condensação intramolecu- 
lar catalisada pela metaloenzima de zinco di-hidro-orotase. 

4. Oxidação do di-hidro-orotato. O di-hidro-orotato é ir- 
reversivelmente oxidado a orotato pela di-hidro-orotato- 
-desidrogenase (DHODH, do inglês dihydroorotate dehydro- 
genase). A enzima eucariótica, a qual contém FMN, é uma 
proteína de membrana integral que está localizada na super- 
fície externa da membrana mitocondrial interna, onde a ubi- 
quinona fornece seu poder oxidante. As outras cinco enzimas 
da biossíntese de nucleotídeos pirimidínicos são citosólicas 
em células animais. Muitas DHODHs bacterianas são fla- 
voproteínas ligadas a NAD 1 que contém FMN, FAD e um 
grupo [2Fe-2S]. Essas enzimas normalmente funcionam no 
sentido da degradação, ou seja, na direção orotato — » di-hi- 
dro-orotato, permitindo assim que essas bactérias metaboli- 
zem o orotato, contribuindo para a observação de Kornberg. 
A reação mediada pela DHODH eucariótica envolve duas 
etapas redox, como está indicado na Fig. 28.8. A estrutura por 
raios X da DHODH humana em complexo com orotato, ca- 


racterizada por Jon Clardy, revela que o anel de pirimidina 
do orotato está empilhado sobre o anel de flavina de FMN 
com o C6 do orotato e o N5 do FMN separados por 3,6 Â, 
uma distância compatível com a transferência direta de hidre- 
to entre esses dois centros. Um túnel leva do lado oposto do 
anel de flavina à região hidrofóbica na superfície da enzima. 
A enzima presumivelmente se liga à superfície da membrana 
mitocondrial pela sua porção hidrofóbica, permitindo assim 
à ubiquinona, a qual se difunde prontamente pela membra- 
na mitocondrial, se aproximar e reoxidar o FMNH 2 ligado 
à enzima. Na estrutura por raios X, esse túnel contém uma 
molécula firmemente ligada chamada de A77 1726, a qual é o 
metabóÜto primário de leflunomida (nome comercial Arava), 



H 

A77 1726 



Leflunomida 


um composto utilizado clinicamente no tratamento da artrite 
reumatoide. O A77 1726 atenua essa doença autoimune blo- 
queando a síntese de pirimidinas nos linfócitos T, reduzindo 
assim sua proliferação inapropriada. Entretanto, o A77 1726 
não inibe a DHODH bacteriana. 

5. Aquisição da porção ribose-fosfato. O orotato reage com 
PRPP para produzir orotidma-5-monofosfato (OMP) em 
uma reação catalisada pela orotato-fosforribosil-transferase 
e impelida pela hidrólise do PP, eliminado. Essa reação fixa 
a forma anomérica dos nucleotídeos de pirimidina na confi- 
guração p. A orotato -fosforribosil-transferase também atua 
na recuperação de outras bases pirimidínicas, como uracila 
e citosina, pela sua conversão em seus nucleotídeos corres- 
pondentes. Ainda que as várias fosforribosil-transferases, 
incluindo HGPRT, exibam pouca similaridade entre sequên- 
cias, as estruturas por raios X indicam que elas contêm um 
centro estrutural comum que se assemelha à formação de li- 
gação de dinucleotídeos (Seção 8.3Bi), mas carece de uma de 
suas fitas (3. 

6. Descarboxilação para formar UMP. A reação final da 
rota é a descarboxilação de OMP pela OMP-descarboxilase 
(ODCase) para formar UMP. A ODCase aumenta a taxa 
(k,,JK M ) de descarboxilação do OMP por um fator de 2 
X 10 23 acima daquela da reação não catalisada, fazendo 
dela a enzima cataliticamente mais proficiente conhecida. 
Contudo, a ODCase não possui cofatores que a ajudem a 
estabilizar os supostos intermediários carbânion da reação. 
Como ela é capaz disso? A estrutura por raios X, estudada 
por Steven Ealick, da ODCase de B. subtilis em complexo 
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FIGURA 28.8 Reações catalisadas pela DHODH eucariótica. A reação é iniciada pela subtração mediada por enzima de um 
próton do C5 do di-hidro-orotato seguida pela transferência direta de hidreto do C6 do di-hidro-orotato ao N5 do FMN para gerar 
orotato e FMNH , o qual pode então ser protonado para gerar FMNH 2 . O FMNH 2 (ou FMNH ), então, reage com a coenzima Q 
proveniente da membrana mitocondrial interna para regenerar a enzima em sua forma FMN e produzir a coenzima QH 2 , a qual, 
então, retorna à membrana mitocondrial interna. 


com UMP indica que um grupo carboxílico ligado ao C6 do 
OMP que é coplanar ao seu anel pirimidínico estaria mui- 
to próximo das cadeias laterais tanto da Asp 60 como da 
Lys 62. Ealick, portanto, propôs um mecanismo (Fig. 28.9) 
no qual as interações eletrostáticas entre os grupos carbo- 
xílicos muito próximos do OMP e da Asp 60 desestabiliza- 
riam o estado estável do OMP. Essa desestabilização seria 
reduzida no estado de transição pelo deslocamento da car- 
ga negativa do OMP de seu grupo carboxílico para o C6, 
onde seria estabilizada pela cadeia lateral adjacente da Lys 
62 carregada positivamente. É também proposto que essa 
cadeia lateral doe prótons à ligação C — C em fragmenta- 
ção quando esta se torna básica o suficiente para aceitar 
prótons, evitando assim a formação de um intermediário 


carbânion de alta energia. As interações eletrostáticas des- 
favoráveis entre OMP e Asp 60 ocorrem porque a enzima 
se liga firmemente a OMP por extensivas interações com 
seus outros grupos funcionais. De fato, a remoção do grupo 
fosfato do OMP, o qual está distante do grupo carboxílico 
do C6, reduz o k c JK M da reação catalítica por um fator de 
7 X 10 7 , fornecendo assim um notável exemplo de como a 
energia de ligação pode ser aplicada à catálise (ligação pre- 
ferencial no estado de transição). 

Em bactérias, as seis atividades enzimáticas que fazem 
a mediação da biossíntese de UMP ocorrem em proteínas 
independentes (Fig. 28.7). Em animais, entretanto, como 
foi demonstrado por Mary Ellen Jones, as primeiras três 
atividades enzimáticas da rota, carbamoil-fosfato sintase II, 



Lys 62 
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FIGURA 28.9 Mecanismo catalítico proposto para a OMP-descarboxilase* (Conforme Appleby, T.C., Kinsland, G, Begley, T.P., 
e Ealick, S.E., Proa NatL Acad . ScL USA, 97, 2005 [2000].) 
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FIGURA 28.10 Síntese de CTP a partir de UTP. 


ATCase e di-hidro-orotase ocorrem em uma única cadeia 
polipeptídica de 2.225 resíduos conhecida como CAD, a qual 
forma homo-hexâmeros de 1400 kDa. De forma semelhante, 
as Reações 5 e 6 da rota de pirimidinas nos animais são cata- 
lisadas por um único polipeptídeo de 480 resíduos nomeado 
UMP-sintase que forma homodímeros de 102 kDa. 

B. Síntese de UTP e CTP 

A síntese de UTP a partir de UMP é análoga à síntese de nu- 
cleolídeos purínicos trifosfatados (Seção 28. 1B). O processo 
ocorre pelas ações sequenciais de uma nucleosídeo monofos- 
fatocinase e uma nucleosídeo difosfatocinase: 

UMP + ATP UDP + ADP 

UDP + ATP UTP + ADP 

O CTP é formado por aminação do UTP pela CTP- 
sintase (Fig. 28.10). Em animais, o grupo amina é doado pela 
glutamina, enquanto em bactérias é suprido diretamente 
pela amónia. 

C. Regulação da biossíntese de nucleotídeos de plrimidina 

Em bactérias, a rota de biossíntese de pirimidinas é princi- 
palmente regulada na Reação 2, a reação da ATCase (Fig. 
28.11a). Em E. coli, o controle é exercido pela estimula- 
ção alostérica da ATCase por ATP e sua inibição por CTP 
(Seção 13.4). Em muitas bactérias, entretanto, o UTP é o 
principal inibidor da ATCase. 

Em animais, a ATCase não é uma enzima regulatória. A 
biossíntese de pirimidinas é, antes, controlada pela atividade 
da carbamoil-fosfato-sintase II, a qual é inibida por UDP e 
UTP e ativada por ATP e PRPP (Fig. 28.116). Um segundo 
nível de controle na rota de mamíferos ocorre com a OMP- 
-descarboxilase, para a qual UMP e, em menor proporção, 
CMP são inibidores competitivos. Em todos os organismos, 
a taxa de produção de OMP varia com a disponibilidade de 
seu precursor, PRPP. O nível de PRPP depende da atividade 
da ribose-fosfato-pirofosfocinase, a qual é inibida por ADP e 
GDP (Seção 28.1 A). 

a. A aciduria orótica resulta de uma deficiência enzímãtica 
herdada 

A aciduria orótica, uma doença humana hereditária, é ca- 
racterizada pela excreção de grandes quantidades de ácido 
orótico na urina, crescimento retardado e anemia grave. Ela 


resulta de uma deficiência na enzima bifuncional que catalisa 
as Reações 5 e 6 da biossíntese de nucleotídeos pirimidínicos. 
A consideração da bioquímica dessa situação levou ao seu 
tratamento efetivo: a administração de uridina e/ou citidina. 
O UMP formado pela fosforilação desses nucleosídeos, além 
de substituir aquele normalmente sintetizado, inibe a carba- 
moil-sintase II de forma a atenuar a taxa de síntese de ácido 
orótico. Poucas outras deficiências genéticas na biossíntese 


(a) Biossíntese de pirimidinas (b) Biossíntese de pirimidinas 
em E. coli em animais 
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FIGURA 28.11 Regulação da biossíntese de pirimidinas. As 

redes de controle estão representadas para (a) E. coli e para ( b ) 
animais. Os octógonos vermelhos e os pontos verdes indicam 
pontos de controle. A retroinibição está representada por setas 
vermelhas pontilhadas e a ativação está indicada por setas ver- 
des pontilhadas, jfb Ver Figuras animadas 
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de nucleotídeos pirimidínicos são conhecidas em humanos, 
provavelmente porque a maioria desses defeitos sej a letal in 
utero. 

3 FORMAÇÃO DE DESOXIRRIBONUCLEOTÍDEOS 

O DNA difere quimicamente do RNA em dois aspec- 
tos principais: (1) seus nucleotídeos contêm resíduos de 
2'-desoxirribose no lugar dos resíduos de ribose, e (2) ele 
contém a base timina (5-metiluracila) no lugar da uracila. 
Nesta seção, considera-se a biossíntese desses componentes 
do DNA. 

A. Produção de resíduos de desoxirríbose 

Os desoxirribonucleotídeos são sintetizados a partir de seus ri- 
bonucleotídeos correspondentes pela redução de sua posição 
C2' e não por síntese de novo a partir de precursores contendo 
desoxirribose. 

O O 



j 

O O 



Essa rota foi estabelecida pelo estudo de Irwin Rose sobre 
como os ratos metabolizam citidina marcada com C K dos 
seus componentes de base e de ribose. O dCMP recuperado 
do DNA dos ratos manteve as mesmas taxas de marcação em 
suas citosinas e resíduos de desoxirribose que possuíam as 
citidinas originais, indicando que os componentes do DNA 
permaneceram ligados durante a síntese do DNA. Se a rito- 
sina e os resíduos de ribose tivessem sido separados, a dilui- 
ção da citosina e dos resíduos de ribose marcados, os quais 
estão presentes nos tecidos do rato em diferentes quantida- 
des, teria alterado essa proporção. 

As enzimas que catalisam a formação dos desoxirribo- 
nucleotídeos pela redução dos ribonucleotídeos correspon- 
dentes são chamadas de ribonucleotídeo-redutases (RNRs) . 
Três classes de RNRs são conhecidas que diferem em seus 
substratos (NDP ou NTP), os cof atores que empregam e a 
maneira como obtêm os equivalentes redutores (ver a se- 
guir). As RNRs Classe I e Classe II são amplamente distri- 
buídas entre os procariotos; algumas espécies possuem uma 
RNR Classe I, enquanto outras, algumas vezes espécies re- 
lacionadas, possuem uma RNR Classe II. Entretanto, todos 
os eucariotos, exceto poucas espécies unicelulares, possuem 
RNRs Classe I. RNRs Classe III ocorrem em procariotos 
que podem crescer anaerobicamente. (RNRs Classe III são 
sensíveis a 0 2 , enquanto RNRs Classe I requerem 0 2 para 


sua ativação; ver a seguir.) De fato, E. coli, que pode cres- 
cer tanto aeróbia como anaerobiamente, expressa uma RNR 
Classe I e uma RNR Classe III. No que se segue, discutire- 
mos principalmente o mecanismo das RNRs Classe I, mas 
encerra-se com uma consideração das relações evolutivas en- 
tre as diferentes classes de RNRs. 

a. Ribonucleotídeo-redutases classe i: estrutura e 
mecanismo 

A RNR Classe I de E. coli, como demonstrado por Peter 
Reichard, está principalmente presente in vitro como um he- 
terotetrâmero que pode ser decomposto em dois homodíme- 
ros cataliticamente inativos, Rl 2 (761 subunidades residuais) 
e R2, (375 subunidades residuais), os quais juntos formam os 
dois sítios ativos da enzima (Fig. 28.12a). Cada subunidade 
RI contém um sítio de ügação a substrato assim como três 
sítios independentes de ügação a efetores que controlam tan- 
to a atividade catalítica da enzima como sua especificidade 
a substrato (ver a seguir). Os resíduos catalíticos da RI in- 
cluem diversos grupos tiol redox ativos. 

A estrutura por raios X de R2 2 (Fig. 28.126), determi- 
nada por Hans Eklund, revela que cada uma de suas subu- 
nidades contém um grupo binuclear Fe(III) prostético não 
descrito anteriormente, cujos dois íons Fe(III) são ligados 
por pontes tanto por um íon O (uma ponte p,-oxo) como 
pelo grupo carboxílico de Glu 115 (Fig. 28.12c), Cada Fe(III) 
é ainda ligado a dois átomos O carboxüicos dos resíduos de 
Asp e de Glu, a um átomo N a de His e a uma molécula de 
água. O complexo do Fe(III) interage com Tyr 122 para for- 
mar, como indicam as medições EPR, um radical livre tirosil 
(Tyr O) incomum que está a 5 Á do átomo de Fe mais pró- 
ximo e está enterrado 10 Â abaixo da superfície da proteína, 
onde está fora de contato com solventes ou qualquer cadeia 
lateral oxidável (os radicais tirosil são observados na cito- 
cromo c oxidase [Seção 22.2C5c] e no fo tossis tema II [Seção 
24.2Cd]). 

A RNR de E. coli é inibida por hidroxiureia, a qual 
especificamente extingue (destrói) o radical tirosil, e por 
8-hidroxiquinolina, a qual tem a capacidade de quelar íons 

Fe 3+ . 


OH 



H 2 N — C — NH — OH 

Hidroxiureia 8-Hidroxiquinolma 

RNRs de mamíferos possuem características similares às da 
enzima de E. coli. De fato, a hidroxiureia é utilizada clinica- 
mente com um agente antitumoral. 

Se a RNR de E. coli é incubada com [3'- 3 H]UDP, uma 
fração pequena, mas reprodutível, de 3 H é liberada como 
j H 2 0. Essa observação, juntamente com estudos de cinéti- 
ca, espectroscopia e mutagênese sítio-dirigida, levou JoAnne 
Stube a formular o seguinte mecanismo catalítico para a 
RNR de E. coli (Fig. 28.13): 

1. O radical livre (X*) da RNR abstrai um átomo H do C3' 
do substrato na etapa determinante da velocidade de reação. 

2 e 3. A cüvagem catalisada por ácido da ligação C2 ' — OH 

libera H 2 0 para produzir um intermediário cátion radical. O 
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FIGURA 28.12 Ribonucleotídeo-redutase Classe I de E. coli. (a) Um diagrama esquemático de sua estrutura quaternária. A 
enzima consiste em dois pares de subunidades idênticos, Rl 2 e R2 2 . Cada subunidade R2 contém um complexo binuclear de Fe(III) 
que gera um radical fenoxi em Tyr 122. Cada subunidade RI contém três diferentes sítios alostéricos reguladores e cinco resíduos 
Cys cataliticamente importantes. Os dois sítios ativos da enzima estão localizados próximos à interface entre as duas subunidades 
RI e R2 contíguas, (ò) A estrutura por raios X de R2 2 vista perpendicularmente ao seu eixo duplo com a mais longa dimensão do 
dímero no plano horizontal. Uma subunidade da proteína homodimérica está representada em azul e a outra em amarelo. Os íons 
Fe(III) dos seus complexos de Fe estão representados por esferas cor de laranja e as cadeias laterais de Tyr 122 contendo o radical 
estão desenhadas na forma de volume atômico com seus átomos C e O em verde e em vermelho. Observe que cada subunidade 
consiste principalmente em um feixe de oito hélices extraordinariamente longas, (c) O complexo binuclear de Fe(III) da R2. Cada 
íon Fe(III) é octaedricamente coordenado por um átomo N s de His e por cinco átomos O, incluindo aqueles do íon ü‘ e do grupo 
carboxílico de Glu que fazem uma ponte entre dois íons Fe(III). (d) A estrutura por raios X do dímero Rl, cada subunidade está 
em complexo com um peptídeo C-terminal de 20 resíduos do R2 juntamente com GDP em seu sítio ativo e dTTP em seu sítio de 
especificidade. O análogo a ATP AMPPNP ligado ao sítio ativo do complexo muito similar de Rl com o peptídeo de 20 resíduos 
e AMPPNP foi sobreposto nessa estrutura. A estrutura é vista ao longo de seu eixo duplo com suas duas subunidades em lilás e 
em verde-claro, os dois peptídeos R2 em ciano e magenta e o GDP, o dTTP e o ATP em formas de volume atômico coloridos de 
acordo com o tipo de átomo (C verde, N azul, O vermelho e P amarelo-ouro). (Partes bed com base nas estruturas por raios X de 
Hans Eklund, Swedish University of Agricultural Sciences, Uppsala, Suécia. PDBids (b) 1RIB e (d) 3R1R e 4R1R.) 
òfl- Ver Figuras animadas e Exercício interativo 28 
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radical faz a mediação da estabilização do cátion C2' pelo 
par de elétrons não partilhados do grupo 3'-OH, contribuin- 
do assim para o papel catalítico do radical. 

4. O intermediário cátion radical é reduzido pela atividade do 
par sulfidril da enzima para produzir um 3 '-desoxinucleotídeo 
radical e um grupo proteico dissulfídrico. 

5. O radical 3' subtrai o átomo H da proteína para produ- 
zir desoxinucleosídeo difosfato e restitui o estado radical da 
enzima. Uma pequena fração dos átomos H originalmente 
subtraídos é trocada com o solvente antes de ser reposta, 
contribuindo assim para a liberação de 3 H na redução de 
[3'- 3 H]UDP. 

O radical Tyr 122 na R2 está muito longe (> 10 Á) do 
sítio catalítico da enzima para subtrair um elétron direta- 
mente do substrato. Evidentemente, a proteína faz a me- 
diação da transferência do elétron deste radical tirosil para 
algum outro grupo (X* na Fig. 28.13) que está mais próximo 
do grupo C3' — H do substrato. Estudos de mutagênese sítio 
dirigida sugerem que Cys 439 da Rl, em sua forma radical 
tiil ( — S •), é o candidato mais plausível para X- (o que tor- 


na a RNR a única enzima na qual se sabe que um resíduo 
Cys reduz um substrato carboidrato). Estudos semelhantes 
sugerem que Cys 225 e Cys 462 da Rl formam o par sulfídri- 
co redox ativo que reduz o substrato. Além disto, a ligação 
dissulfídica é subsequentemente reduzida para regenerar a 
enzima ativa por um intercâmbio dissulfídico com Cys 754 e 
Cys 759 na Rl, os quais estão aparentemente posicionados 
para receber elétrons de agentes redutores externos (ver a 
seguir). Dessa forma, cada subunidade Rl contém pelo me- 
nos cinco resíduos de Cys que participam quimicamente na 
redução nucleotídica. 

Essas observações são confirmadas pela estrutura por 
raios X de Rl em complexo com o polipeptídeo C-terminal 
de 20 resíduos da R2 (Rl não se cristaliza satisfatoriamen- 
te na ausência desse polipeptídeo), também determinada 
por Eklund (Fig. 28.12 d). O domínio central do monôme- 
ro Rl de três domínios consiste em um cilindro a/3 de 10 
fitas não descrito anteriormente que é formado pela jun- 
ção antiparalela de dois meio-cilindros topologicamente 
semelhantes, cada um compreendendo 5 fitas 3 paralelas 
conectadas por quatro hélices a. Como com os cilindros 
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FIGURA 28.13 Mecanismo enzimático da RNR. A reaçao ocorre por um processo mediado por radical livre no qual os equiva- 
lentes redutores são supridos pela formação de uma ligação dissulfídrica na enzima. (De acordo com Stubbe, J.A., Biol. Chem . 265, 
5330 [1990].) 
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a/p semelhantes de 8 fitas que formam os sítios ativos de 
numerosas enzimas (Seção 8.3Bh), os resíduos Cys (439, 
225, 462) do sítio ativo de RI estão localizados na boca do 
barril a/p de 10 fitas. 

Os dois resíduos Cys da Rl, 754 e 759, que estão impli- 
cados na regeneração da enzima ativa, são componentes do 
segmento C- terminal da Rl, o qual não é visível na estru- 
tura por raios X de Rl e está presumivelmente desordena- 
do. Essa observação sustenta a hipótese de que o segmento 
C-terminal age para transportar flexivelmente equivalentes 
redutores da superfície da enzima para seu sítio ativo. 

b. A geração de radical em RNR classe I requer a presença 
de 0 2 

Um dos mais notáveis aspectos da RNR Classe I é sua habi- 
lidade em estabilizar seu radical TyrO normalmente muito 
reativo (sua meia-vida é de 4 dias na proteína e de milisse- 
gundos em solução). Não obstante a supressão do radical por 
hidroxiureia, por exemplo, inativa a enzima. Como, então, o 
radical é gerado em primeiro lugar? O radical pode ser re- 
cuperado in vitro pelo simples tratamento da enzima inativa 
com Fe(II) e um agente redutor na presença de 0 2 . 


O— H -I- 2Fe 2+ + 0 2 + H + + e~ 


Tyr 122-R2 




Tyr 122-R2 


o 2 - 

/ \ 

Fe 3+ Fe 3+ + H 2 0 


Essa é uma redução de quatro elétrons do O, na qual o agen- 
te redutor que fornece o elétron representado por e~ pode 
ser ascorbato ou até mesmo Fe 2+ excedente. 


c. A Inabilidade da RNR oxidada de se ligar ao substrato tem 
uma importante função protetora 
A comparação da estrutura por raios X da Rl reduzida (na 
qual os resíduos Cys 225 e Cys 462 redox ativos estão em sua 
forma SH) com aquela da Rl oxidada (na qual Cys 225 e Cys 
462 estão ligados por pontes dissulfídicas) revela que Cys 462 
na Rl reduzida girou de sua posição na Rl oxidada para se 
tornar enterrado em um bolso hidrofóbico, enquanto Cys 
225 se deslocou para uma região anteriormente ocupada por 
Cys 462. A distância entre os átomos S anteriormente ligados 
por ponte dissulfídica com isso aumenta de 2,0 para 5,7 Á. 
Esses movimentos são acompanhados por pequenas mudan- 
ças na cadeia polipeptídica circundante. O RNR oxidado não 
se liga ao substrato porque o seu Cys 225 da Rl impediria a 
ligação do substrato pela interferência estérica do seu átomo 
S com o átomo do 0 2 do substrato NDP. 

A inabilidade da RNR oxidada de se ligar ao substra- 
to tem um significado funcional. Na ausência de substrato, 
o radical livre da enzima é armazenado no interior da pro- 
teína R2, próximo ao seu centro de ferro dinuclear. Quando 
o substrato está ligado, o radical é presumivelmente trans- 


ferido para ele por uma série de cadeias laterais proteicas 
tanto na R2 como na Rl. Se o substrato é incapaz de reagir 
propriamente após receber esse radical livre, como seria o 
caso se a RNR estivesse em seu estado oxidado, isso poderia 
resultar na destruição do substrato e/ou da enzima. De fato, 
a mutação de Cys 225 redox ativa em Ser resulta em uma 
enzima que permite a formação do substrato radical (Fig. 
28.13); entretanto, uma vez que a enzima mutante é incapaz 
de reduzi-lo, o substrato radical, ao contrário, é decompos- 
to seguido da liberação de suas porções base e fosfato. Mais 
importante, um peptídeo radical transitório se forma, o qual 
fende e inativa a cadeia polipeptídica Rl enquanto conso- 
me o radical e com isso inativa R2. Dessa forma, um papel 
importante da enzima é controlar a liberação da poderosa 
capacidade oxidante do radical. Ela o faz em parte pela pre- 
venção da ligação do substrato enquanto a enzima está em 
sua forma oxidada. 

d. A ribonucleotídeo-redutase é regulada por oligomerização 
induzida por efetor 

A síntese de quatro dNTPs nas quantidades necessárias 
para a síntese de DNA é alcançada pelo controle de retro- 
alimentação. A manutenção das proporções intracelulares 
adequadas de dNTPs é essencial para o crescimento normal. 
De fato, uma deficiência de quaisquer dos dNTPs é letal, en- 
quanto um excesso é mutagênico, pois a probabilidade de um 
dado dNTP ser erroneamente incorporado em uma cadeia de 
DNA crescente aumenta com sua concentração relativa a dos 
outros dNTPs. 

As atividades de RNR Classe I de E. coli e de mamíferos 
são alostericamente responsivas às concentrações de vários 
(d)NTPs. Dessa forma, como Reichard demonstrou, ATP 
induz a redução de CDP e UDP; dTTP induz a redução de 
GDP e inibe a redução de CDP e UDP; dGTP induz a re- 
dução de ADP e, em mamíferos mas não em E. coli, inibe 
a redução de CDP e UDP; e ATP inibe a redução de todos 
NDPs. 

Barry Cooperman demonstrou que a atividade catalíti- 
ca da RNR de camundongos varia com seu estado de oligo- 
merização (ou seja, RNR é uma morfeína; Seção 26.4Ac), o 
qual por sua vez é governado pela ligação de efetores nucle- 
otídicos a três sítios alostéricos independentes na Rl: (1) o 
sítio de especificidade, o qual se liga a ATP, dATP, dGTP e 
dTTP; (2) o sítio ativo, o qual se liga a ATP e a dATP; e (3) 
o sítio de hexamerização, o qual se liga apenas a ATP. Com 
base na massa molecular, na ligação de ligantes e em estudos 
de atividade da RNR de camundongos, Cooperman formu- 
lou um modelo que considera quantitativamente a regulação 
alostérica de RNR Classe I. Ele tem as seguintes caracterís- 
ticas (Fig. 28.14a): 

1. A ligação de ATP, dATP, dGTP ou dTTP ao sítio de 
especificidade induz o monômero Rl cataliticamente inativo 
a formar o dímero Rl 2 cataliticamente ativo. 

2. A ligação de dATP ou ATP ao sítio ativo induz os dúne- 
ros a formarem tetrâmeros cataliticamente ativos Rl 4a , que 
lentamente, mas de forma reversível, mudam sua conforma- 
ção para um estado cataliticamente inativo Rl 4b . 

3. A ligação de ATP ao sítio de hexamerização induz os 
tetrâmeros a se agregarem ainda mais para formar hexâme- 
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FIGURA 28.14 Regulação da ribonucleotídeo-redutase. ( a ) Um modelo da regulação alostérica da RNR Classe I pela sua oli- 
gomerização. Os estados mostrados em verde possuem alta atividade e os mostrados em vermelho possuem pouca ou nenhuma 
atividade. R2 foi omitida por simplicidade. (De acordo com Kashlan, O.B., Scott, C.P., Lear, J.D., e Cooperman, B.S., Biochemistry 
41, 461 [2002].) ( b ) A estrutura por raios X do hexâmero Rl, o qual possui simetria D :i , em complexo com AMPPNP visto ao longo 
de seu eixo triplo. Cada um dos três dímeros está colorido diferentemente (a estrutura por raios X de um dímero está demonstra- 
da na Fig. 28.12 d). O AMPPNP, o qual se liga aos sítios ativos da enzima, está desenhado na forma de volume atômico com C em 
verde, N em azul, O em vermelho e P em dourado. As setas pretas apontam ao longo dos eixos duplos do dímero Rl e indicam os 
prováveis sítios de ancoramento para a ligação de dímeros R2. (c) O hexâmero Rl • AMPPNP visto ao longo de seu eixo duplo ver- 
tical indicado na Parte b. (Partes b e c com base na estrutura por raios X feita por Hans Eklund, Swedish University of Agricultural 
Sciences, Uppsala, Suécia. PDBid 3R1R.) 


ros cataliticamente ativos, Rl 6 , a principal forma ativa de 
RNR. 

A concentração de ATP de uma célula é tal que, in vivo, 
Rl está quase que inteiramente em sua forma tetramérica ou 
hexamérica. Como consequência, o ATP acopla a taxa geral 
de síntese de DNA ao estado energético da célula. 

O sítio de especificidade e o sítio ativo foram localizados 
nas estruturas por raios X da Rl de E. coli (Fig. 28.12d); o sí- 


tio de hexamerização ainda não foi identificado. O hexâmero 
de Rl foi, de fato, previamente observado em estruturas por 
raios X de Rl (Fig. 28. 14b, c), mas as interações entre seus 
dímeros em contato são tão tênues que foram consideradas 
meros artefatos da cristalização sem significância fisiológica. 
Ainda assim, uma vez que o sítio ativo está localizado nesse 
sítio de contato, agora parece provável que sua ligação ao 
(d) ATP induza a oligomerização por mudanças conforma- 
cionais locais. 
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O modelo precedente, por simplicidade, negligenciou a 
presença de subunidades R2, embora, naturalmente, RI e R2 
devam estar presentes em quantidades equimolares na en- 
zima ativa. Presumivelmente, os dímeros de RI e de R2 se 
ligam uns aos outros de forma que seus eixos duplos coinci- 
dam. A falta de espaço no interior do hexâmero de RI impõe 
que os dímeros de R2 entrem em contato com os dímeros de 
RI a partir do exterior do hexâmero (Fig. 28.14Ò). 

O dCTP não é um efetor da RNR. E presumível que isso 
ocorra porque o balanço intracelular entre dCTP e dTTP não 
é controlado pela RNR, mas, antes, é mantido pela desoxici- 
tidina-desaminase, a qual converte dCTP em dUMP, o pre- 
cursor de dTTP. Essa enzima é ativada por dCTP e inibida 
por dTTP. 

e. Tiorredoxina e giutarredoxina são agentes redutores 
fisiológicos da RNR classe ! 

A última etapa do ciclo catalítico da RNR é a redução de pon- 
tes dissulfeto recém-formadas na enzima para refazer seu par 
sulfidril redox ativo. Ditióis, como aquele do 2-mercaptoeta- 
nol (Seção 7.1B), podem servir como agentes redutores para 
esse processo in vitro por uma reação de intercâmbio de dis- 
sulfetos. Um dos agentes redutores fisiológicos da enzima, 
entretanto, é a tiorredoxina (Trx), uma proteína monomé- 
rica de 105 resíduos onipresente que possui um par de resí- 
duos de cisteína redox ativos, Cys 32 e Cys 35 (encontra-se 
previamente a Trx em estudos da ativação do ciclo de Calvin 
induzida pela luz, Seção 24.3B). A Trx reduz a RNR oxidada 
pela troca de grupos dissulfeto. 


Trx 

C reduzida ) 



/S 

Trx | 
0 oxidada ) ' S 


S\ 

+ | RNR 

S ^{oxidada) 

T 

HS\ 

+ RNR 

( reduzida ) 


A estrutura por raios X da Trx reduzida de E. coli (Fig. 28.15) 
revela que a cadeia lateral de Cys 32 redox ativa está exposta 
na superfície da proteína, onde está disponível para oxida- 
ção. A Trx oxidada é, por sua vez, reduzida por NADPH em 
uma reação mediada pela flavoproteína tiorrcdoxina-rcdu- 
tase (TrxR). O NADPH, dessa forma, serve como o agente 
redutor terminal na redução mediada por RNR de ND Ps a 
dNDPs (Fig. 28.16). 



FIGURA 28.15 Estrutura por raios X da Trx humana em 
seu estado reduzido (sulfidril). A cadeia polipeptídica de 
105 resíduos está desenhada em forma de fita e colorida de 
acordo com a ordem das cores do arco-íris de sua porção 
N-terminal (azul) a sua porção C-terminal (vermelha). As 
cadeias laterais dos resíduos redox ativos, Cys 32 e Cys 35, 
estão representadas na forma de volume atômico com C em 
verde e S em amarelo. Essa estrutura se assemelha muito 
àquelas dos domínios homólogos a e a' da proteína dissulfito 
isomerase (PDI, Fig. 9.16a). (Com base na estrutura por raios 
X de William Montfort, University of Arizona, EUA. PDBid 
1ERT.) 


A existência de um mutante viável de E. coli destituído 
de Trx indica que essa proteína não é a única substância 
capaz de reduzir RNR oxidada in vivo. Essa observação 
levou à descoberta da giutarredoxina, uma proteína mo- 
nomérica de 85 resíduos contendo dissulfeto que também 
pode reduzir RNR (mutantes destituídos tanto de Trx 
como de giutarredoxina não são viáveis). A glutarredoxi- 
na oxidada é reduzida, por um intercâmbio de dissulfetos, 
pelo tripeptídeo glutationa contendo Cys o qual, por sua 
vez, é reduzido por NADPH quando catalisado pela gluta- 
tiona-redutase (GR; Seção 21.2Ba). A importância relati- 
va da Trx e da giutarredoxina na redução de RNRs ainda 
deve ser estabelecida. 



TrxR Trx RNR 

FIGURA 28.16 Rota de transferência de elétrons para a redução de ND Ps. NADPH fornece os equivalentes redutores pela in- 
termediação da TrxR, da Trx, e da RNR. 
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f. A tiorredoxina-redutase alterna sua conformação com seu 
estado redox 

A TrxR, um homodímero de subunidades de 316 resíduos, é 
uma homóloga da GR que catalisa uma reação semelhante: a 
redução de uma ligação dissulfeto do substrato por NADPH 
mediada por um grupo prostético FAD e um par sulfidril 
redox ativo (Cys 135 e Cys 138). Entretanto, a estrutura 
por raios X do mutante C138S da TrxR de E. coli em com- 
plexo com NADP (Fig. 28.17 a), determinada por Charles 
Williams e John Kuriyan, revela que TrxR e GR diferem nos 
arranjos de seu sítio ativo de forma que seus pares sulfidril 
redox ativos estão em lados opostos em relação aos anéis de 
flavina nas duas enzimas. Todavia, o par sulfidril redox ativo 
da TrxR apresenta-se propriamente posicionado para redu- 
zir o anel de flavina. Entretanto, o anel de nicotinamida do 
NAP está a >17 Á do anel de flavina e o par sulfidril redox 
ativo está encoberto de forma que não poderia reagir com 
o substrato Trx da enzima. Como, então, a TrxR consegue 
transferir um par de elétrons do NAPH ligado a ela pelo anel 
de flavina e do par sulfidril redox ativo ao Trx? 

Essa questão foi respondida por Williams e Martha 
Ludwig pela determinação da estrutura por raios X do 
mutante C135S da TrxR, cujo Cys 138 está ligado por pon- 
te dissulfeto ao Cys 32 do mutante C35S da Trx de E. coli 
(provavelmente a ligação dissulfeto de relevância fisiológica) 
e a qual está em complexo com o análogo de NAP 3-ami* 
nopiridina adcnina dinucleotídeo fosfato (AADP + ). Nesse 
complexo (Fig. 28.176), o domínio de ligação ao NADP' da 
TrxR fez uma rotação de 67° em relação ao resto da proteína 
comparado a sua posição na TrxR sozinha (Fig. 28.17a). Isso 
situa o anel de piridina da AADP em posição de reagir com 
o anel de flavina e situa o par sulfidril redox ativo da TrxR 


em posição de sofrer uma reação de intercâmbio de pontes 
dissulfeto com o da Trx. Além disso, nessa última conforma- 
ção, o domínio de ligação a NADP parece fornecer o sítio 
de reconhecimento para o substrato Trx. Evidentemente, a 
Trx altera a sua conformação com cada etapa sucessiva no 
processo de transferência de um par de elétrons do NADPH 
para a flavina, para seu par sulfidril redox ativo e para seu 
substrato Trx ligado. Essa complicação de mecanismo adi- 
cional em relação àquela da GR, a qual não sofre uma mu- 
dança conformacional significativa ao reduzir dissulfeto de 
glutationa (Seção 21.2Ba), aparentemente evoluiu para per- 
mitir à TrxR reduzir seu substrato proteico: a Trx seria muito 
grande para que seu par sulfidril redox ativo se aproximasse 
apropriadamente do sítio ativo do par sulfidril cm uma enzi- 
ma como a GR. 

g. As três classes de ribonucleotídeo redutases são 
relacionadas evolutiva mente 

Foi visto que as formas ativas das RNRs Classe I são oíigô- 
meros R1,R2 2 , RTR2 4 e R1 6 R2 6 que possuem radicais tiro- 
sil essenciais para o mecanismo, que são estabilizados por 
complexos binueleares Fe(III) com pontes oxo, admitem 
NDPs como substratos e obtêm seus equivalentes reduto- 
res da Trx e da glutarredoxina, Em contraste, RNRs Classe 
II, as quais são monômeros a ou dímeros a 2 , utilizam um 
cofator 5'-desoxiadenosilcobalamina (coenzima B 12 ; Seção 
25.2Eb) para a geração de radical, admitem NDPs como 
substratos e são reduzidas por Trx e glutarredoxina; enquan- 
to RNRs Classe III, as quais são dímeros ct 2 que interagem 
com uma proteína JJ 2 geradora de radical que contém um 
centro [4Fe-4S] e requer S-adenosilmetionina (SAM; Seção 
26.3Ea) e NADPH para atividade, admitem NTPs como 



FIGURA 28.17 Estruturas por ralos X da tior- 
redoxina-redutase ( TrxR) de E. coli. (a) O mu- 
tante C138S da TrxR em complexo com NADP . 
A proteína está representada em forma de fita 
colorida de acordo com sua estrutura secundária. 
O NADP ", o FAD e as cadeias laterais de Cys 
135 e de Ser 138 estão esboçados na forma de 
esferas e bastões com C em amarelo, N em azul, 
O em vermelho, S em verde e P em magenta. (6) 
O mutante C135S da TrxR em complexo com 
AADP e covalentemente ligado ao mutante 
C35S da Trx por uma ligação dissulfeto entre 
o Cys 138 da TrxR e o Cys 32 da Trx. A TrxR 
está representada como na Parte a, a fita Trx é 
azul acinzentado, e as cadeias laterais de Cys 32 
e de Ser 35 estão esboçadas na forma de esferas 
e bastões. A comparação dessas duas estruturas 
revela que o domínio de ligação ao NADP da 
TrxR (resíduos 120-243) sofre uma rotação de 
67° sobre o eixo desenhado em azul em relação 
ao resto da proteína, a qual está representada na 
mesma orientação em ambas as estruturas. (Cor- 
tesia de Martha Ludwig, University of Michigan, 
EUA. PDBids (a) 1TDF e ( b ) 1F6M.) 
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substrato e seus equivalentes redutores são fornecidos pela 
oxidação do formiato a C0 2 . 

Uma vez que toda a vida celular que se conhece sinte- 
tiza seus desoxirribonucleotídeos a partir de ribonucleotí- 
deos, o surgimento de uma RNR deve ter precedido a tran- 
sição evolutiva do mundo do RNA (Seção 1.5Ca) para as 
formas de vida com base em DNA. As três classes de RNRs 
surgiram de forma independente ou são evolutivamente 
relacionadas? Apesar de parecerem grandes as diferenças 
entre essas diferentes classes de RNRs, as reações que elas 
catalisam são surpreendentemente semelhantes. Todas 
substituem o grupo 2 'OH da ribose por H por um mecanis- 
mo de radical livre envolvendo um radical tiil com os equi- 
valentes redutores fornecidos pelo grupo sulfidril de Cys 
(Fig. 28.13; o segundo resíduo de Cys do par sulfidril redox 
ativo nas RNRs Classe I e II é substituído por formato nas 
RNRs Classe III) . Elas diferem principalmente na maneira 
como geram o radical livre. (Nas RNRs Classe II o radical 
é gerado por clivagem homolítica da ligação C — Co [III] do 
cofator 5'-desoxiadenosilcobaIamina [Seção 25-2Ec]. Nas 
RNRs Classe III, ele é gerado pela clivagem redutora de 
um elétron do SAM [suprida por NADPH e mediada pelo 
grupo (4Fe-4S)] pela proteína p 2 para produzir metioni- 
na e o radical 5'-desoxiadenosil [o mesmo radical gerado 
pela clivagem homolítica da 5'-desoxiadenosilcobalamina], 
o qual, então, subtrai o átomo H do grupo C a — H de 
uma glicina específica da sub unidade a para produzir 
5'-desoxiadenosina e um radical glicil estável, mas sensí- 
vel a 0 2 .) Além disso, as estruturas por raio X das RNRs 
tanto de Classe II como de Classe III revelam que seus sí- 
tios ativos são formados por cilindros a/p de dez fitas que 
possuem a mesma conectividade e que podem se sobrepor 
com semelhança aos das RNRs Classe I. Como consequên- 
cia, parece que todas as classes de RNRs são relacionadas 
evolutivamente. Reichard propôs que, uma vez que a vida 
surgiu em condições anaeróbias e que o formiato, um dos 
mais simples redutores orgânicos, era provavelmente bas- 
tante disponível na Terra primitiva (Seção 1.5B), a RNR 
primordial foi uma enzima semelhante à RNR Classe III. 
O surgimento de organismos fotossintetizantes que gera- 
ram 0 2 , então, promoveu a evolução de RNRs Classe II, 
as quais podem funcionar tanto em condições anaeróbias 
quanto aeróbias. As RNRs Classe I, as quais requerem a 
presença de 0 2 para ativação, evoluíram por último, presu- 
mivelmente a partir da RNR Classe II. 

h. Os dNTPs são produzidos pela fosforiiação dos dNDPs 

Nas rotas as quais envolvem RNRs Classe I e Classe II, a últi- 
ma etapa na produção de dNTPs é a fosforiiação dos dNDPs 
correspondentes: 

dNDP + ATP ,=* dNTP + ADP 


B. Origem da timina 
a. dUTP difosfo-hidrolase 

O componente dTMP do DNA é sintetizado, como discutido 
anteriormente, pela metilação do dUMP. O dUMP é gerado 
pela hidrólise do dUTP pela dUTP-difosfo-hidrolase (dU- 
TPase; também chamada dUTP-pirofosfatase): 

dUTP + H,0 dUMP + PP 

2 i 


A razão para esse processo aparentemente desperdiçador de 
energia (o dTMP, uma vez formado, é refosforilado a dTTP) 
é que as células devem minimizar sua concentração de dUTP 
de forma a prevenir a incorporação de uracila em seu DN A. 
Isso acontece porque, como discutido na Seção 30.5Bd, a 
DNA-polimerase não discrimina entre dUTP e dTTP. 

A estrutura por raios X da dUTPase de humanos, de- 
terminadas por John Tainer, revela a base dessa rara espe- 
cificidade da enzima por dUTP. Esse homotrímero de su- 
bunidades de 141 resíduos se liga a UTP em uma cavidade 
de encaixe compacto que exclui estericamente o grupo metil 
do C5 da timina por cadeias laterais de resíduos conserva- 
dos (Fig. 28.18o). Ele diferencia a uracila da citosina, por 
um conj unto de ligações de hidrogênio da estrutura proteica 
que imitam a interação pareadora de bases da adenina (Fig. 
28.186), e diferencia dUTP de UTP, pela exclusão estérica 
do grupo 2' OH da ribose pela cadeia lateral de uma tirosina 
conservada. 


b. Timidilatosintase 

O dTMP ê sintetizado a partir de dUMP pela timidilato- 
-sintase (TS) com N\N ,d - me til enote tra -h idrofo lato (N\N jo - 
metileno-THF) como doador de metil: 


O 



dRib — (P) 

dUMP 



N 5 , IV 1 °-Met ileno-THF 



dTMP 


Di-hidrofolato 



Essa reação é catalisada pela nucleosídeo difosfatoquinase, 
a mesma enzima que fosforila NDPs (Seção 28.1 BA). Como 
antes, a reação está escrita com ATP como o doador de 
fosfato, mas qualquer NTP ou dNTP pode funcionar nessa 
qualidade. Nas rotas envolvendo RNRs Classe III, a produ- 
ção de NTPs a partir de NDPs precede a redução de NTPs 
a dNTPs. 


o çocr o 

R = c N— C — CTT — CH 2 — C-)^0 ; n = 1-6 

H 

(cofatores THF são discutidos na Seção 26.4D). Observe 
que o grupo metileno transferido (no qual o carbono tem o 
estado de oxidação do formaldeído) é reduzido a um grupo 


Bioquímica 1127 


metil (o qual tem o estado de oxidação do metanol) à cus- 
ta da oxidação do cofator THF a di-hidrofolato {DHF, de 
dihydrofolate ) . 

O mecanismo catalítico da TS, uma proteína homodimé- 
rica altamente conservada (com subunidades de 264 resíduos 
em E. coli), tem sido bastante investigado. Na incubação 
da enzima com A?,N /0 -metileno-[6- 3 H]THF e dUMP, o 3 H 
é quantitativamente transferido ao grupo metil do produto 
dTMP. Quando [5- HJdUMP é o substrato, entretanto, o H 
é liberado no solvente aquoso. Tal informação, juntamente 
com o conhecimento de que o C6 da uracila, que ocupa a po- 
sição p de uma cetona a,|3 não saturada, é suscetível a ataque 
nucleofílico, levou Daniel Santi a propor o seguinte esquema 
para o mecanismo da reação da TS (Fig. 28.19): 

1. Um nucleófilo da enzima, identificado como o grupo tio- 
lato de Cys 146, ataca o C6 do dUMP para formar um aduto 
co valente. 

2. O C5 do íon enolato resultante ataca o grupo CH 2 do 
cátion imínio em equilíbrio com o A 3 , //'-metileno -THF para 
formar um complexo covalente ternário enzima-dUMP- 
-THF. 

3. Uma base da enzima subtrai o próton acídico na posição 
C5 do dUMP ligado à enzima, formando um grupo metileno 
exocíclico e eliminando o cofator THF. O próton subtraído 
subsequentemente é transferido ao solvente. 

4. A alteração redox ocorre pela migração do átomo 
H — N6 do THF como um íon hidreto para o grupo metileno 
exocíclico, convertendo-o em um grupo metil (desse modo, 
contribuindo para a transferência de "H descrita anterior- 
mente) e produzindo DHF. Essa redução promove o deslo- 


camento do grupo tiolato de Cys do intermediário de forma 
a liberar o produto, e refazer a enzima ativa. 

c. 0 5-Fluorodesoxiuridilato é um potente agente antttumoral 
O mecanismo descrito anteriormente é sustentado pela ob- 
servação de que 5-fluorodesoxiuridilato (FdUMP) 


O 



p— o— h 2 c 

° 

cr 

v H H> 


H^/H 
OH H 

5-Fluorodesoxiuridilato (FdUMP) 

é um inibidor irreversível da TS. Essa substância, como o 
dUMP, se liga à enzima (um átomo F tem aproximadamente 
o mesmo raio que um átomo H) e passa pelas duas primei- 
ras etapas da reação enzimática normal. Na Etapa 3, entre- 
tanto, a enzima não pode subtrair o átomo F na forma F T 
(lembre que F é o mais eletronegativo dos elementos), de 
forma que a enzima se toma permanentemente imobilizada 
em um complexo covalente ternário, enzima-FdUMP-THF, 
análogo àquele após a Etapa 2 na Fig. 28.19. De fato, análises 
estruturais por raios X de Wiliiam Montfort revelaram que 
cristais de TF de E. coli que foram embebidos em uma solu- 



FIGURA 28.18 Estrutura por raios X da dUTPase de humanos, (a) A superfície molecular do sítio de ligação no substrato mos- 
trando como a enzima diferencia uracila de timina. O dUTP ligado está desenhado na forma de bastão com seus átomos N, O e P 
representados por esferas azuis, vermelhas e amarelas. Os íons Mg que foram amoldados na estrutura estão representados por es- 
feras verdes. A superfície molecular da proteína está colorida de acordo com o seu potencial eletrostático com as regiões positivas, 
negativas e quase neutras em azul, vermelho e branco, respectivamente. Observe como o encaixe compacto para o anel da uracila 
em seu sítio de ligação excluiria estericamente o grupo metil do C5 da timina. (b) O sítio de ligação a substrato indicando como a 
enzima diferencia uracila de citosina e 2'-desoxirribose de ribose. O dUMP ligado ao sítio ativo está desenhado como na Parte a. A 
proteína, essencialmente a estrutura de um motivo hairpin (3, está desenhada de forma semelhante, mas com as ligações em cinza 
mais estreitas. As ligações de hidrogênio estão representadas como linhas pontilhadas brancas, e uma molécula de água conservada 
firmemente ligada está representada por uma esfera cor-de-rosa. O padrão de doadores e de aceptores de ligações de hidrogênio 
da proteína impediria a citosina de se ligar ao sítio ativo. A cadeia lateral do Tyr conservado exclui estericamente o grupo 2' OH da 
ribose. (Cortesia de John Tainer, The Scripps Research Institute, La Jolla, Califórnia, EUA.) 
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FIGURA 28.19 Mecanismo catalítico da timidilato-sintase. O grupo metil é suprido pelo 
N\ -metileno-THF, o qual é concomitantemente oxidado a DHF. 


ção contendo FdUMP e A^A^-metileno-TFIF contêm pre- 
cisamente esse complexo (Fig. 28.20). Inibidores enzimáti- 
cos, como FdUMP, os quais inativam uma enzima somente 
após passarem por parte ou por toda a reação catalítica 
normal, são chamados de inibidores com base no mecanis- 
mo (alternativamente, substratos suicidas, pois eles fazem 
com que a enzima “cometa suicídio”). Os inibidores com 
base em mecanismo, tendo como alvo enzimas específicas, 
estão entre os mais poderosos, específicos e, portanto, úteis 
inativadores de enzimas . 

A estratégica posição da timidilato-sintase na biossín- 
tese de DNA levou à utilização clínica do FdUMP como 
agente antitumoral. As células que se proliferam rapida- 
mente, tais como as células cancerosas, requerem um su- 
primento constante de dTMP para sobreviver e são, por- 
tanto, mortas pelo tratamento com FdUMP. Em contraste, 
a maioria das células normais de mamíferos, que crescem 
lentamente quando crescem, tem uma necessidade menor 
por dTMP, de modo que são relativamente insensíveis a 
FdUMP (algumas exceções são as células da medula óssea, 



dRib — (P) 

dUMP 


h 2 n^ 



iV 5 ^V 10 -Metileno-THF 



H H 



FIGURA 28.20 Estrutura por raios X da timidilato-sintase dTMP DHF 

de E. coli em complexo covalente com FdUMP e THF. A 

região do sítio ativo de uma subunidade dessa enzima dimérica 
é mostrada em forma de fita com sua cadeia polipeptídica colo- 
rida de acordo com a ordem das cores do arco-íris a partir de sua 
porção N-terminal (azul) até sua porção C-terminal (vermelho). 

O FdUMP e o N 5 , A ; j -metileno-THF estão desenhados em forma 
de bastões com o C do FdUMP azul -claro, C do N 5 , iY /íf -metileno- 
-THF verde, N azul, O vermelho, E púrpura e P cor-de-laranja. 

Os átomos C5 e C6 da FdUMP formam ligações covalentes com 
o grupo CH 2 substituinte do N5 do THF e ao átomo S de Cys 
146 cuja cadeia lateral está desenhada em forma de bastões com 
C verde e S amarelo. (Com base na estrutura por raios X de 
William Montfort, University of Arizona, EUA. PDBid 1TSN) 
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FdUMP 

dUMP ; dTMP 




CH 2 OH 


Serina 

FIGURA 28.21 Regeneração do X 5 , °-metileno-THF. O 

produto DHF da reação da timidilato-sintase é convertido 
novamente a N 3 , A^-metileno-THF pela ação sequencial da (1) 
DHFR e da (2) serina-hidroximetiltransferase. A timidilato- 
-sintase é inibida por FdUMP, enquanto a DHFR é inibida pe- 
los antifolatos metotrexato, aminopterina e trimetoprima. 


que compreendem os tecidos formadores do sangue e gran- 
de parte do sistema imune, a mucosa intestinal e os folículos 
capilares). A 5-fluorouracila e a 5-fluorodesoxiuridina são 
também agentes antitumorais eficazes uma vez que elas são 
convertidas a FdUMP pelas reações de recuperação. 

d. 0 N ./V^-Metileno-THF é regenerado em duas reações 
A reação da timidilato-sintase é bioquimicamente única por 
oxidar THF a DHF; nenhuma outra reação enzimática em- 
pregando THF como co fator altera o estado de oxidação de 
sua coenzima. O produto DHF da reação da timidilato sinta- 
se é reciclado ao cofator N\ A^-metileno-THF da enzima por 
duas reações sequenciais (Fig. 28.21): 

1. DHF é reduzido a THF por NADPH em uma reação 
catalisada pela di-hidrofolato-redutase (DHFR, do inglês 
dihydrofolate reductase‘. Seção 26.4D). Embora, na maioria 
dos organismos, a DHFR seja uma enzima monofuncional 
monomérica, em protozoários e em pelo menos algumas 
plantas, a DHFR e a TS ocorrem na mesma cadeia polipeptí- 
dica para formar uma enzima bif uncional que, como tem sido 
demonstrado, canaliza DHF do sítio ativo da TS para o sítio 
ativo da DHFR. 

2. A serina hidroximetiltransferase (Seção 26.3Bb) trans- 
fere o grupo hidroximetil da serina para THF, produzindo 
N J ,N 70 -metileno-THF e glicina. 


e. Os antifolatos são agentes antitumorais 
A inibição da DHFR rapidamente resulta na conversão de 
todo o suprimento de THF da célula em DHF pela reação da 
timidilato-sintase. A inibição da DHFR, portanto, não ape- 
nas previne a síntese de dTMP (Fig. 28.21), mas, também, 
bloqueia todas as outras reações biológicas dependentes de 
THF, como a síntese de purinas (Seção 28.1 A), de metionina 
(Seção 26.5Ba), e indiretamente, histidina (Seção 26.5Be). 


A DHFR (Fig. 28.22), portanto, apresenta-se como um alvo 
atrativo para a quimioterapia. 

Metotrexato (ametopterina) , aminopterina e trimetoprima 


H 2 Ny N Y\ H 


0 coo 
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NH 


2 

Trimetoprima 


são análogos do DHF que se ligam competitivamente à 
DHFR, embora todos, irreversivelmente, com uma afini- 
dade 1.000 vezes maior do que a de DHF. Estes antifolatos 
(substâncias que interferem na ação dos cofatores folato) são 
eficazes agentes anticâncer, particularmente contra leucemia 
infantil. De fato, uma estratégia quimioterapêutica de suces- 
so é tratar a vítima de câncer com uma dose letal de metotre- 



FIGURA 28.22 Estrutura por raios X da DHFR humana em 
complexo com ácido fólico. O polipeptídeo está colorido na 
ordem das cores do arco-íris de sua porção N-terminal (azul) 
a sua porção C-terminal (vermelho). O ácido fólico está dese- 
nhado na forma de volume atômico com C verde, N azul e O 
vermelho. (Com base na estrutura por raios X de Joseph Kraut, 
University of Califórnia at San Diego, EUA. PDBid 1DHF.) 
tjfo Ver Exercício interativo 29 
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xato e algumas horas mais tarde “salvar” o paciente (mas não 
o câncer) pela administração de doses massivas de 5-formil- 
-THF e/ou timidina. Uma baixa dose de metotrexato é tam- 
bém eficaz em tratamentos de artrite reumatoide, inibindo a 
atividade do sistema imune e, desse modo, diminuindo a in- 
flamação. A trimetoprima, a qual foi descoberta por George 
Hitchings e Gertrude Elion, se liga muito mais firmemente às 
DHFRs bacterianas que às de mamíferos e é, portanto, um 
antibiótico clinicamente útil. 

4 DEGRADAÇÃO DE NUCLEOTÍDEOS 

A maioria dos alimentos, sendo de origem celular, contém 
ácidos nucleicos. Esses ácidos da dieta sobrevivem ao meio 
ácido do estômago; eles são degradados em seus componen- 
tes nucleotídeos, principalmente no duodeno, por nucleases 
pancreáticas e fosfodiesterases intestinais. Esses compostos 
iônicos, os quais não podem passar pelas membranas celula- 
res, são, então, hidrolisados a nucleosídeos por uma varieda- 
de de nucleotidases grupo-específicas e fosfatases não espe- 
cíficas. Os nucleosídeos podem ser diretamente absorvidos 
pela mucosa intestinal ou sofrer ainda mais degradação até 
bases livres e ribose ou ribose-1 -fosfato pela ação de nucleo- 
sidases e nucleosídeo-fosforilases: 


Nucleosídeo + H z O n - b -- e - 1 — — base + ribose 

niiclcosídcc- 

Nucleosídeo + P,- — -fosícriias^s b as£ -i- ribose-l-P 

Experimentos com marcação radioativa demonstraram que 
somente uma pequena fração das bases de ácidos nuclei- 
cos ingerida é incorporada nos ácidos nucleicos dos tecidos. 
Evidentemente, as rotas de biossíntese de novo de nucleotí- 
deos são bastante satisfatórias para suprir a necessidade de 
nucleotídeos do organismo. Consequentemente, as bases in- 
geridas, em sua grande maioria, são degradadas e excretadas. 
Ácidos nucleicos celulares são também sujeitos à degradação 
como parte da rotatividade contínua de quase todos os com- 
ponentes celulares. Nesta seção, é feito um esboço destas ro- 
tas catabólicas e discutem-se as consequências de diversos de 
seus defeitos hereditários. 

A. Catabolismo de purinas 

As principais rotas de catabolismo de nucleotídeos e deso- 
xinucleotídeos purínicos em animais estão representadas 
na Fig. 28.23. Outros organismos podem ter vias de alguma 
forma diferentes entre esses vários intermediários (incluin- 
do adenina), mas todas essas rotas levam ao ácido úrico. 
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FIGURA 28.23 Principais rotas de catabolismo de purinas em animais. Os 

vários nucleotídeos e desoxinucleotídeos de purinas são todos degradados a 
ácido úrico. 
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(a) 



(b) 



His 238 


Asp 295 


FIGURA 28.24 Estrutura por raios X e mecanismo da adenosina-desaminase. 

(a) Um diagrama em fitas da adenosina-desaminase murina em complexo com 
seu análogo 6-hidroxi-l ,6-di-hidropurina-ribonucleosídeo (HDPR) em estado de 
transição. O polipeptídeo está desenhado em forma de fita colorida de acordo com 
sua estrutura secundária (hélices ciano, fitas |3 magenta e alças cor-de-rosa) e visto 
aproximadamente abaixo do eixo do cilindro a/p da enzima a partir da porção N- 
-terminal de suas fitas p. O HDPR está representado em forma de bastões com 
seus átomos de C, N e O em verde, em azul e em vermelho. O íon Zn" 1 ligado à 
enzima, o qual é coordenado pelo grupo 6-hidroxil do HDPR, está representado 
por uma esfera prateada. (Com base na estrutura por raios X de Florante Quio- 
cho, Baylor College of Medicine, EUA. PDbid 1ADA.) (b) O mecanismo cata- 
lítico proposto para a adenosina-desaminase. Uma molécula de H 2 0 polarizada 
por Zn 2 (Seção 15.1 Cb) ataca nucleofilicamente o C6 da molécula de adenosina 
ligada à enzima em um processo que é facilitado por His 238 atuando como uma 
base geral, por Glu 217 atuando como um ácido geral e por Asp 295 atuando para 
orientar a molécula de água por ligação de hidrogênio. O intermediário tetraé- 
drico resultante decompõe-se pela eliminação de amónia em uma reação que é 
auxiliada pelas cadeias laterais agora imidazólio e carboxil de His 238 e de Glu 217 
atuando como um ácido geral e uma base geral, respectivamente. Isso produz ino- 
sina em sua forma tautomérica enol, a qual, com sua liberação da enzima, assume 
em grande parte a sua forma ceto dominante. O Zn" ! é coordenado por três ca- 
deias laterais de His que não estão representadas. (De acordo com Wilson, D.K., e 
Quiocho, F.A., Biochemistry 32, 1692 [1993].) 4 Ver Exercício interativo 30 


Naturalmente, os intermediários nesses processos podem 
em seu lugar ser reutilizados para formar nucleotídeos pelas 
reações de recuperação. Além disto, a ribose-1 -fosfato, um 
produto da reação catalisada pela purina-nucleosídeo-fosfo- 
rilase (PNP) , é isomerizada pela fosforribomutase formando 
o precursor de PRPP, ribose-5-fosfato. 

A adenosina e a desoxiadenosina não são degradadas 
pela PNP em mamíferos. Antes, nucleosídeos e nucleotídeos 
de adenina são desaminados pela adenosina-desaminase 
(ADA) e AMP-desaminase em suas correspondentes inosi- 
nas derivativas, as quais, por sua vez, podem ser degradadas. 
A estrutura por raios X da ADA de murinos cristalizada na 
presença de seu inibidor purina-ribonudeosídeo foi determi- 
nada por Florante Quiocho (Fig. 28.24a). A enzima forma 
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um cilindro a/p de oito fitas com seu sítio ativo em um bolso 
na porção C-terminal do cilindro p, como ocorre com quase 
todas as enzimas em cilindro a/p conhecidas (Seção 8.3Bh). 
O ribonucleosídeo de purina se liga à ADA em uma forma 
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hidratada normalmente rara, 6-hidroxi-l,6-di-hidropurina- 
-ribonudeosídeo (HDPR), 


H HO H 



Ribose Ribose 


Ribonucleosídeo de purina 6-HDFR 

um estado de transição quase ideal análogo ao da reação 
da ADA. Embora tenha sido previamente relatado que a 
ADA não requer cofator, sua estrutura por raios X clara- 
mente revela que um íon zinco está ligado na parte mais 
profunda do bolso do sítio ativo, onde é penta coordena- 
do por três cadeias laterais de His, um oxigênio carboxílico 
de Asp 295 e um átomo de 06 do HDPR. O complexo do 
sítio ativo de ADA sugere um mecanismo catalítico (Fig. 
28.24 b) reminiscente daquele da anidrase carbônica (Seção 
15.1Cb): His 238, o qual está propriamente posicionado 
para agir como uma base geral, subtrai um próton de uma 
molécula de água Zn 2 + -ativada ligada, a qual ataca nucleo- 
filicamente o átomo C6 da adenina para formar um inter- 
mediário tetraédrico. Os produtos são então formados pela 
eliminação da amónia. 

a. Defeitos genéticos em ADA resuitam em imunodeficiência 
grave combinada 

Anormalidades no metabolismo de nucleosídeos de puri- 
na originadas de defeitos genéticos raros em ADA destro- 
em seletivamente os linfócitos (um tipo de células brancas 
do sangue) . Uma vez que os linfócitos fazem a mediação de 
grande parte da resposta imune (Seção 35.2A), deficiências 
em ADA resultam em doença da imunodeficiência grave 
combinada (SCID, do inglês severe combined immunodefi- 
ciency disease ), a qual, sem medidas protetoras especiais, é 
invariavelmente fatal na infância devido a infecções avassa- 
ladoras. As mutações em todas as oito variantes conhecidas 
de ADA obtidas de pacientes com SCID parecem perturbar 
estruturalmente o sítio ativo da ADA. 

Considerações bioquímicas proporcionam uma explica- 
ção plausível para a etiologia (causas) da SCID. Na ausência 
de ADA ativa, a desoxiadenosina é fosforilada produzindo 
níveis de dATP que são 50 vezes mais altos que os normais. 
Essa alta concentração de dATP inibe a ribonucleotídeo-re- 
dutase (Seção 28.3Ad), prevenindo assim a síntese de outros 
dNTPs, reprimindo a síntese de DNA e, portanto, a proli- 
feração celular. O efeito tecido-específico da deficiência de 
ADA no sistema imune pode ser explicado pela observação 
de que o tecido linfoide é particularmente ativo na fosforila- 
ção de desoxiadenosina. 

A SCID causada por defeitos em ADA não responde ao 
tratamento por injeções intravenosas de ADA porque o fíga- 
do remove essa enzima da corrente sanguínea em minutos. 
Se, entretanto, várias moléculas do polímero biologicamente 
inerte polietilenoglicol (PEG) 

HO-fCH— CH—O^H 

PEG 


forem covalentemente ligadas aos grupos de superfície de 
ADA, o resultante PEG-ADA permanece no sangue por 1 a 
2 semanas, ressuscitando assim o sistema imune da vítima de 
SCID. O PEG acoplado à proteína reduz a atividade catalíti- 
ca de ADA em 40%, porém, evidentemente a encobrem dos 
receptores que a filtram para fora do sangue. A SCID pode, 
portanto, ser tratada de maneira eficaz com PEG-ADA. Esse 
tratamento, entretanto, é caro e não inteiramente satisfatório. 
Consequentemente, a deficiência em ADA foi selecionada 
como uma das primeiras doenças genéticas a ser tratada com 
terapia gênica (Seção 5.5Hb): os linfócitos foram extraídos 
de uma criança deficiente em ADA e crescidos em labora- 
tório, um gene ADA normal foi inserido neles por técnicas 
de engenharia genética (Seção 5.5), e foram então devolvidos 
à criança. Após 12 anos, 20 a 25% dos linfócitos do paciente 
continham o gene ADA introduzido. Entretanto, considera- 
ções éticas ordenaram que o paciente continuasse a receber 
as injeções de PEG-ADA, de modo que a eficácia desse pro- 
tocolo de terapia gênica é incerta. 


b. O ciclo de nucleotídeos de purina 

A desaminação de AMP e de IMP, quando combinada com a 
síntese de AMP a partir de IMP (Fig. 28.4, esquerda), tem o 
efeito de desaminação do aspartato para formar fumarato (Fig. 
28.25). John Lowestein demonstrou que esse ciclo de nucleo- 
tídeos de purina possui um importante papel metabólico no 
músculo esquelético. Um aumento na atividade do músculo 
requer um aumento na atividade do ciclo do ácido cítrico. Esse 
processo normalmente ocorre pela geração de intermediários 
adicionais do ciclo do ácido cítrico (Seção 21.4). Os músculos, 
entretanto, carecem da maioria das enzimas que catalisam es- 
tas reações anapleróticas (suplementares) em outros tecidos. 
Antes, o músculo reabastece os intermediários do ciclo do áci- 
do cítrico na forma de fumarato gerado no ciclo de nucleotí- 
deos de purina. A importância do ciclo de nucleotídeos de pu- 
rina no metabolismo do músculo é indicada pela observação de 
que as atividades de três enzimas envolvidas são todas muitas 
vezes maiores no músculo que em outros tecidos. De fato, in- 
divíduos com deficiência hereditária na AMP-desaminase mus- 
cular (deficiência da mioadenilato-desaminase) fatigam-se com 
facilidade e normalmente sofrem de cãibras após o exercício. 


c. A xantina-oxidase é uma proteína minitransportadora de 
elétrons 

A xantina-oxidase (XO) converte hipoxantina a xantina, e xan- 
tina a ácido úrico (Fig. 28.23, inferior). Em mamíferos, essa en- 
zima ocorre principalmente no fígado e na mucosa intestinal. 
A XO é um homodímero de subunidades de — 1 .330 resíduos, 
cada qual se liga a uma variedade de agentes transportadores 
de elétrons: um FAD, dois grupos [2Fe-2S] espectroscopica- 
mente distintos e um complexo molibdopterina (Mo-pt) 



Complexo Mo-pt 
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H 2 0 AMP- NH 4 




Net: H 2 0 + Aspartato + GTP — ► NH^ + GDP + P. + fumarato 


A estrutura por raios X da XO de leite de vaca em com- 
plexo com o inibidor competitivo ácido salicílico (Fig. 25.74), 
determinada por Emil Pai, revela que o FAD e o complexo 
da molibdopterina estão interpostos por dois grupos [2Fe- 
2S] para formar uma mini cadeia transportadora de elétrons 
(Fig. 28.26). Cada um de seus três segmentos peptídicos for- 
ma um domínio separado com o domínio N-terminal se ligan- 
do aos dois grupos [2Fe-2S] , o domínio central se ligando a 
FAD e o domínio C-terminal se ligando ao complexo Mo-pt. 
Embora o ácido salicílico não faça contato com o complexo 
Mo-pt, ele se liga à XO de forma a bloquear a aproximação 
do substrato ao centro metálico. 

A XO hidroxila a xantina na sua posição C8 (e hipoxan- 
tina na sua posição C2) , produzindo ácido úrico em sua for- 
ma enol que se tautomeriza em sua forma ceto mais estável: 


FIGURA 28.25 O eido de nucleotídeos de purina. Essa rota 
opera em músculo, para aparelhar o ciclo do ácido cítrico pela 
geração de fumarato. 


no qual o átomo de Mo alterna entre seus estados de oxi- 
dação Mo(VI) e Mo(IV). O aceptor de elétrons final é 0 2 , 
o qual é convertido a H 2 0 2 , um agente oxidante potencial- 
mente nocivo que é subsequentemente quebrado de forma 
assimétrica em H 2 0 e 0 2 pela catalase (Seção 1.2Ad). Em 
XO, o polipeptídeo foi proteoliticamente clivado em três 
segmentos (a enzima não clivada, a qual é conhecida como 
xantina-desidrogenase, utiliza preferencialmente NAD 
como seu aceptor de elétrons, enquanto XO não reage com 
NAD + ). 


O 



O— H 



O 


Ácido úrico (tautômero enol) Ácido úrico (tautômero ceto) 


A 


p K = 5,4 


! 


O 



CT + H 


+ 



HGURA 28.26 Estrutura por raios 
X da xantina-oxidase de leite de vaca 
em complexo com ácido salicílico. (a) 

Diagrama em fitas de sua subunidade de 
1.332 resíduos na qual o domínio N-ter- 
minal (resíduos 2-165) está em ciano, 
o domínio central (resíduos 224-528) 
está em dourado e o domínio C-terminal 
(resíduos 571-1.315) está em cor de lilás. 
Os cofatores da enzima e o ácido salicíli- 
co ligados estão representados por volu- 
me atômico com C em verde, N em azul, 
O em vermelho, S em amarelo, P em 
magenta, Fe em cor de laranja e Mo em 
ciano. Os segmentos peptídicos de —50 
resíduos entre esses domínios são de- 
sordenados e aparentemente altamente 
flexíveis. ( b ) Os cofatores redox da enzi- 
ma e o ácido salicílico (Sal) desenhados 
em forma de bastões com seus átomos S, 
Fe e Mo representados por esferas. Os 
átomos estão coloridos como na Parte a 
e vistos da mesma direção, porém com 
maior ampliação. (Com base na estru- 
tura por raios X de Emil Pai, University 
of Toronto, Toronto, Ontário, Canadá. 
PDbid 1FIQ.) 
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FIGURA 28.27 Mecanismo da XO. A enzima reduzida é subsequentemente reoxidada por 0 2 , produzindo H 2 0 2 . 


(sua forma enol se ioniza com um p K de 5,4; por isso o nome 
ácido úrico). Experimentos de marcação com O 18 têm de- 
monstrado que o oxigênio do C8 ceto do ácido úrico é deri- 
vado da água, enquanto os átomos de oxigênio do H 2 0, vêm 
do 0 2 . Estudos químicos e espectroscópicos sugerem que a 
enzima tem o seguinte mecanismo (Fig. 28.27): 

1. A reação é iniciada pelo ataque de um nucleófilo da en- 
zima, X, na posição C8 da xantina. 

2. O átomo H do C8 é eliminado na forma de íon hidreto 
que se combina com o complexo Mo(VI), dessa forma o re- 
duzindo ao estado Mo(IV). 

3. Água desloca o nucleófilo da enzima produzindo ácido 
úrico. 

No segundo estágio da reação, a enzima agora reduzida é 
oxidada de volta ao seu estado Mo(VI) original pela reação 
com 0 2 . Esse processo complexo, não surpreendentemen- 
te, é pouco compreendido. Medições de EPR indicam que 
os elétrons são convergidos do Mo (IV) pelos dois grupos 
[2Fe — 2S] para a flavina e enfim para o 0 2 , produzindo H 2 0 2 
e a enzima regenerada. 

B. Destino do ácido úrico 

Em humanos e outros primatas, o produto final da degrada- 
ção de purinas é o ácido úrico, o qual é excretado na urina. O 
mesmo é verdade para os pássaros, répteis terrestres e mui- 
tos insetos, porém esses organismos, os quais não excretam 
ureia, também catabolizam o seu excesso de nitrogênio dos 
aminoácidos a ácido úrico pela biossíntese de purinas. Esse 
complicado sistema de excreção de nitrogênio tem uma fun- 
ção direta: ele conserva a água. O ácido úrico é pouco solú- 
vel em água, de modo que sua excreção na forma de uma 
pasta de cristais de ácido úrico é acompanhada por muito 
pouca água. Em contraste, a excreção de uma quantidade 


equivalente de ureia (que é muito mais solúvel em água) 
sequestra de forma osmótica uma quantidade de água sig- 
nificante. 

Em todos os outros organismos, o ácido úrico é adi- 
cionalmente processado antes da excreção (Fig. 28.28). Os 
outros mamíferos oxidam o ácido úrico até o seu produto 
de excreção, a alantoína, em uma reação catalisada pela 
enzima que contém Cu urato-oxidase. Um produto de de- 
gradação adicional, o ácido alantoico, é excretado por pei- 
xes teleósteos (com ossos). Peixes cartilaginosos e anfíbios 
degradam adicionalmente o ácido alantoico até ureia antes 
da excreção. Finalmente, invertebrados marinhos decom- 
põem a ureia em seu produto de excreção de nitrogênio, 
NH 4 + . 

a. A gota é causada por um excesso de ácido úrico 
A gota é uma doença caracterizada por elevados níveis de áci- 
do úrico nos fluidos corporais. A sua mais comum manifes- 
tação é a inflamação artrítica súbita extremamente dolorosa 
das articulações, com frequência no dedão do pé (Fig. 28.29), 
causada pela deposição de quase todos os cristais insolúveis 
de urato de sódio. O urato de sódio e/ou o ácido úrico podem 
também precipitar nos rins e na uretra como pedras, resul- 
tando em dano renal e obstrução do trato urinário. A gota, 
que afeta ~3 em cada 1.000 pessoas, de forma predominan- 
te em homens, tem sido tradicionalmente, embora de forma 
incorreta, associada a excessos com alimentos e bebidas. A 
provável origem dessa associação é que, em séculos passa- 
dos, quando o vinho era frequentemente contaminado com 
chumbo durante sua manufatura e armazenamento, beber 
em excesso resultava em envenenamento crônico por chum- 
bo, o qual, entre outras coisas, diminui a habilidade do rim 
em excretar ácido úrico. 

A causa predominante de gota é a excreção debilitada de 
ácido úrico (embora normalmente por outras razões que não 
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FIGURA 28.29 A Gota, um desenho de James Gillray 
( 1799 ). (Yale University Medicai Historical Library, EUA.) 


ribose-5-fosfato e consequentemente a de PRPP, o qual, por 
sua vez, estimula a biossíntese de purinas. 

A gota pode ser tratada com administração de um inibi- 
dor da XO o alopurinol, um análogo da hipoxantina com as 
posições N7 e C8 trocadas. 
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r ^ 
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A XO hidroxila o alopurinol, como faz com a hipoxantina, 
produzindo aloxantina, 


o 



Aloxantina 


FIGURA 28.28 Degradação do ácido úrico a amónia. O pro- 
cesso é suspenso em diferentes estágios nas espécies indicadas e 
o produto contendo nitrogênio resultante é excretado. 

o envenenamento por chumbo) . A gota pode também resul- 
tar de um número de insuficiências metabólicas, a maioria 
das quais não está bem caracterizada. Uma causa bem com- 
preendida é a deficiência de HGPRT (síndrome de Lesch- 
-Nyhan em casos graves), o qual leva à produção excessiva 
de ácido úrico pela acumulação de PRPP (Seção 28.1D). A 
superprodução de ácido úrico é também causada por defi- 
ciência da glicose-6-fosfatase (distúrbio do armazenamento 
do glicogênio de von Gierke; Seção 18.4): a disponibilidade 
aumentada de glicose-6-fosfato estimula a rota da pentose- 
-fosfato (Seção 23.4), aumentando a taxa de produção de 


a qual permanece firmemente ligada à forma reduzida da 
enzima, dessa forma desativando-a. O alopurinol conse- 
quentemente alivia os sintomas da gota, diminuindo a taxa 
de produção de ácido úrico, e ao mesmo tempo aumentan- 
do os níveis de hipoxantina e xantina, que são mais solúveis. 
Embora o alopurinol controle os sintomas de gota da síndro- 
me de Lesch-Nyhan, ele não tem efeito em seus sintomas 
neurológicos. 

C. Catabolismo de pirímidinas 

As células animais degradam os nucleotídeos de pirimidina 
em suas bases componentes (Fig. 28.30). Essas reações, as- 
sim como com os nucleotídeos de purina, ocorrem por des- 
fosforilação, desaminação e clivagens de ligações glicosídi- 
cas. A uracila e a timina resultantes são, então, quebradas 
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5 BIOSSINTESE DAS COENZIMAS DE NUCLEOTIDEOS 


Nesta seção, é feito um esboço da montagem, em animais, 
das coenzimas de núcleo tídeos, NAD e NADP + , FMN e 
FAD, e coenzima A a partir de seus precursores vitamínicos. 
Essas vitaminas são sintetizadas de novo somente por plantas 
e microrganismos. 


Malonil-CoA 

(Metilmalonil-CoA) 

FIGU iRÂ 28 30 Principais rotas do catabolismo de pirimidinas 
em animais. Os produtos aminoãcidos dessas reações são ab- 
sorvidos em outros processos metabólicos. UMP e dTMP são 
degradados pelas mesmas enzimas; a rota para a degradação de 
dTMP está em parênteses. 

no fígado por redução (Fig. 28.30, centro ) em vez de oxida- 
ção como ocorre no catabolismo de purinas. Os produtos fi- 
nais do catabolismo de pirimidinas, (3-alamna e p-aminoiso- 
butirato, são aminoãcidos que são metabolizados como tais. 
Eles são convertidos, por reações de transaminação e ativa- 
ção, a malonil-CoA e metilmalonil-CoA (Fig. 28.30, abaixo 
esquerda ) para utilização posterior (Seções 25.4A e 25.2Ea). 


A. Coenzimas da nicotinamida 

A porção nicotinamida das coenzimas de nicotinamida 
(NAD + e NADP ) é derivada, em humanos, da nicotina- 
mida, do ácido nicotínico ou do amino ácido essencial trip- 
tofano provenientes da dieta (Fig. 28.31). A nicotinato-fos- 
forribosiltransferase, a qual ocorre na maioria dos tecidos 
de mamíferos, catalisa a formação do nicotinato-mononu- 
cleotídeo a partir de nicotinato e PRPP. Esse intermediá- 
rio pode também ser sintetizado a partir de quinolinato, 
um produto de degradação do triptofano (Seção 26.3 G), 
em uma reação mediada pela quinolinato-fosforribosil- 
transferase, a qual ocorre principalmente no fígado e nos 
rins. Uma dieta pobre, contudo, pode resultar em pelagra 
(deficiência em ácido nicotínico; Seção 13.3), uma vez que, 
nessas condições, o triptofano pode ser inteiramente utili- 
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FEGURA 28,31 Rotas de biossíntese de NAD + e 

NADP + . Essas coenzimas de nicotinamida são sintetiza- 
das a partir de seus precursores vitamínicos, nicotinato e 
nicotinamida, e do produto de degradação do triptofano, 
quinolinato. 
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zado na biossíntese de proteínas. O nicotinato mononucle- 
otídeo é combinado por uma ligação pirofosfato a um resí- 
duo de AMP derivado de ATP pela NAD + -pirofosforilase 
para produzir nicotinato adenina dinucleotídeo (desamido 
NAD + ). Finalmente, a NAD + -sintase converte esse inter- 
mediário a NAD + por uma reação de transamidação na 
qual glutamina é o doador de NH 2 . 

NAD pode também ser sintetizado a partir de nico- 
tinamida. Essa vitamina é convertida a NMN por nicoti- 
namida-fosforribosiltransferase, uma enzima distinta da 
nicotinato-fosforribosiltransferase que ocorre amplamente. 
Entretanto, NAD é sintetizado a partir de NMN e ATP 
pela NAD-pirofosforilase, a mesma enzima que sintetiza ni- 
cotinato adenina dinucleotídeo. 

NADP T é formado pela fosforilação dependente de 
ATP do grupo OH do resíduo C2 da adenosina de NAD ' 
pela NAD + -cinase. 
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B. Coenzimas da flavina 

O FAD é sintetizado a partir de riboflavina em uma rota de 
duas reações (Fig. 28.32). Primeiro, o grupo 5'-OH da cadeia 
lateral ribitil da flavina é fosforilado pela flavocinase, produ- 
zindo flavina mononucleotídeo (FMN; não é um verdadeiro 
nucleotídeo, uma vez que seu resíduo ribitil não é um açúcar 
verdadeiro). O FAD pode, então, ser formado pelo acopla- 
mento de FMN e AMP derivado de ATP em uma ligação 
pirofosfato em uma reação catalisada pela FAD-pirofosfo- 
rilase. Ambas as enzimas são amplamente distribuídas na 
natureza. 

C. CoenzImaA 

A coenzima A é sintetizada em células de mamíferos de 
acordo com a rota esboçada na Fig. 28.33. O pantotenato, 
uma vitamina essencial, é fosforilado pela pantotenato-cina- 
se e, então, acoplado à cisteína, a futura ocupação final de 
CoA, pela fosfopantotenoilcisteína-sintase. Após descar- 
boxilação pela fosfopantotenoilcisteína-descarboxilase, o 
4' -fosfopantetieno resultante é acoplado a AMP por uma 
ligação pirofosfato pela defosfo-CoA-pirofosforilase e, en- 
tão, fosforilado em seu grupo adenosina 3 ' OH pela defosfo- 
-CoA-cinase para formar CoA. As duas últimas atividades 
enzimáticas ocorrem em uma única proteína. 


FIGURA 28.32 Biossíntese de TMN e FAD a partir do pre- 
cursor vitamínico riboflavina. 
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RESUMO DO CAPÍTULO 


1 Síntese dos ribonucleotídeos de purina Quase todas as célu- 
las sintetizam nucleotídeos de purina de novo por rotas metabóli- 
cas semelhantes. O anel de purina é construído em uma sequência 
de reações de 11 etapas que produz IMP. AMP e GMP são, então, 
sintetizados a partir de IMP em rotas separadas. Nucleosídeos di- 
fosfatados e trifosfatados são sequencialmente formados a partir 
desses produtos por reações de fosforilação. As taxas de síntese 
desses vários nucleotídeos estão inter-relacionadas por mecanismos 
de retroinibição que monitoram suas concentrações. Os nucleotí- 
deos de purina podem também ser sintetizados a partir de purinas 
livres recuperadas dos processos de degradação de ácidos nucleicos. 
A importância dessas reações de recuperação é demonstrada, por 
exemplo, pelas devastadoras e bizarras consequências da síndrome 
de Lesch-Nyhan. 

2 Síntese dos ribonucleotídeos de pirimidina As células tam- 
bém sintetizam pirimidinas de novo, porém, nesse processo de 6 eta- 
pas, uma base livre é formada antes de se converter a um nucleotí- 
deo, UMP. UTP é, então, formado pela fosforilação de UMP, e CTP 
é sintetizado pela aminação de UTP. A biossíntese de pirimidinas é 
regulada por retroinibição assim como pelas concentrações dos nu- 
cleotídeos de purina. 

3 Formação de d esoxirribo nucleotídeos Os desoxirribonu- 
cleotídeos são formados pela redução dos ribonucleotídeos cor- 
respondentes. Três classes de RNR foram caracterizadas: a RNR 
Classe I, a qual ocorre em quase todos eucariotos e muitos pro- 
cariotos, contém um grupo Fe (III) — O 2 — Fe (III) e um radical li- 
vre tirosil; as RNRs Classe II e III, as quais ocorrem somente em 
procariotos, contêm, respectivamente, um cofator coenzima B 12 e 
um centro [4Fe— 4S] juntamente com um radical glicil. Todas elas 
catalisam reduções com base em radical livre. Os substratos das 


RNRs Classe I e II são NDPs, enquanto das RNRs Classe III são 
NTPs. A RNR Classe I possui três sítios regulatórios independen- 
tes que controlam sua especificidade a substrato e sua atividade 
catalítica em parte por seu estado de oligomerização, gerando as- 
sim desoxinucleotídeos nas quantidades requeridas para a sínte- 
se de DNA. A RNR Classe I de E. coli é reduzida ao seu estado 
original por cadeias transportadoras de elétrons envolvendo ou 
Trx, TrxR e NADPH; ou glutarredoxina, glutationa, glutationa- 
-redutase e NADH. A timina é sintetizada por metilação de dUMP 
pela timidilato-sintase para formar dTMP. A fonte de metil da 
reação, N 5 , /V J(J -metileno-TFEF, é oxidada na reação produzindo di- 
-hidrofolato. O JV^iV -metileno-TFIF é subsequentemente regene- 
rado pela ação sequencial da di-hidrofolato-redutase e da serina 
hidroximetil-transferase. Uma vez que essa sequência de reações 
é necessária para a biossíntese de DNA, ela apresenta um alvo ex- 
celente para a quimioterapia. FdUMP, um inibidor com base em 
mecanismo da timidilato-sintase, e metotrexato, um antifolato que 
essencialmente inibe irreversivelmente a dihidrofolato-redutase, 
são ambos agentes anticâncer altamente eficazes. 

4 degradação de nucleotídeos Os nucleotídeos de purinas são 
catabolizados produzindo ácido úrico. Dependendo da espécie, 
o ácido úrico é ou diretamente excretado, ou primeiramente de- 
gradado a substâncias contendo nitrogênio mais simples. A super- 
produção ou a excreção insuficiente de ácido úrico em humanos 
causa a gota. As pirimidinas são catabolizadas em células animais 
a amino ácidos. 

5 Biossíntese das coenzimas de nucleotídeos As coenzimas 
de nucleotídeos, NAD - e NADP”, FMN e FAD, e coenzima A 
são sintetizadas em células animais a partir de seus precursores 
vitamínicos. 
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PROBLEMAS 


1. Azasserina ( O-diazoacetil-L-serina) e 6-diazo-5-oxo-L-norleu- 
cina (DON) 


O 

- + II 

N = N=CH — C — Q — H 2 c 

Azasserina 


CH 

I 

COCT 


O NH+ 

_ + II I 

N=N— CH — C — CH 2 — CH 2 ”CH 

cocr 

DON 

são análogos da glutamina. Eles formam ligações covalentes a 
nucleófilos nos sítios ativos de enzimas que se ligam à glutamina, 
inativando assim irreversivelmente essas enzimas. Identifique os 
intermediários da biossíntese de nucleotídeos que se acumulam na 
presença de uma desses dois antagonistas da glutamina. 

2. Sugira um mecanismo para a reação da AIR-sintase (Fig. 28.2, 
Reação 6). 

*3. Qual é o preço energético, em ATPs, de sintetizar o resíduo 
hipoxantina do IMP a partir de C0 2 e NH~ ? 

4. Por que a desoxiadenosina é tóxica para células de mamíferos? 

5. Indique quais das substâncias seguintes são inibidores 
com base em mecanismo e explique seu raciocínio, (a) Tosil-L- 
fenilalanina clorometilcetona com quimotripsina (Seção 15.3Ab). 
(b) Trimetoprima com di-hidrofolato-redutase bacteriana. (c) O 
análogo ô-lactona de (NAG),, com lisozima (Seção 15.2Cb). (d) 
Alopurinol com XO. 

6 . Por que os indivíduos que estão fazendo quimioterapia com 
agentes citotóxicos, tais como FdUMP ou metotrexato, se tornam 
temporariamente calvos? 


7. Células normais morrem em um meio nutritivo contendo timi- 
dina e metotrexato, que sustentam o crescimento de células mutan- 
tes com defeito na timidilato-sintase. Explique. 

8. FdUMP e metotrexato, quando administradas ao mesmo tem- 
po, são agentes quimioterapêuticos menos eficazes do que quando 
cada fármaco é administrado separadamente. Explique. 

9. Alguns microrganismos carecem de atividade de DHFR, mas 
sua timidilato sintase possui um cofator FAD. Qual é a função do 
FAD? 

10. Por que a gota ocorre com mais frequência em populações que 
consomem relativamente grandes quantidades de carne? 

11. A gota resultante da superprodução de novo de purinas pode 
ser distinguida da gota causada por excreção debilitada de ácido 
úrico administrando ao paciente glicina marcada com 5 N e deter- 
minando a distribuição de b 'N em seu ácido úrico excretado. Que 
distribuições isotópicas são esperadas para cada tipo de deficiência? 

12. 6-Mercaptopurina, 


SH 



6-Mercaptopurina 


após sua conversão ao nucleotídeo correspondente por reações de 
recuperação, é um potente inibidor competitivo do IMP nas rotas 
de biossíntese de AMP e GMP. Ela é, portanto, um agente anti- 
câncer clinicamente útil. A eficácia qui mio terapêutica da 6-mercap- 
topurina é aumentada quando ela é administrada com alopurinol. 
Explique o mecanismo dessa intensificação. 


Diagrama esque- 
mático de um complexo 
de pré-iniciação euca- 
riótico necessário para 
a transcrição do DNA 
a RN A mensageiro. A 
proteína de ligação a 
TATA box é mostrada 
em cor de laranja. 
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1 Estruturas helicoidais duplas 

A. B-DNA 

B. Outras hélices de ácidos nucleicos 

2 Forças que estabilizam estruturas de ácidos nucleicos 

A. Conformações da cadeia de açúcar-fosfato 

B. Pareamento de bases 

C. Empilhamento de bases e interações hidrofõbicas 

D. Interações iônicas 

3 DNA superenroiado 

A. Topologia da super-hélice 

B. Medições de superenrolamento 

C. Topoisomerases 


Existem duas classes de ácidos nucleicos, o ácido desoxirri- 
bonucleico (DNA) e o ácido ribonucleico (RN A). O DNA 
é a molécula hereditária em todas as formas de vida celulares, 
bem como em muitos vírus. Ele possui apenas duas funções: 

L Dirigir a sua própria replicação durante a divisão celular. 

2. Dirigir a transcrição de moléculas de RN A complemen- 
tares. 

O RNA, por sua vez, possui funções biológicas mais va- 
riadas: 

1. Os transcritos de RNA produzidos a partir de sequências 
de DNA que especificam polipeptídeos, os RNAs mensagei- 
ros (mRNAs), dirigem a síntese desses polipeptídeos nos ri- 
bossomos, em um processo conhecido como tradução. 

2. Os RNAs dos ribossomos, os quais são constituídos por 
dois terços de RNA e um terço de proteínas, possuem papéis 
tanto funcionais como estruturais. 

3. Durante a síntese de proteínas, os aminoácidos são 
transportados até o ribossomo por moléculas de RNA de 

transferência (tRNA). 

4. Certos RNAs estão associados com proteínas específicas 
para formar ribonudeoproteínas, que participam do proces- 
samento pós-transcricional de outros RNAs. 

5. Uma variedade de RNAs curtos participa no controle 
da expressão genica eucariótica e na proteção contra ví- 
rus, um fenômeno conhecido como interferência por RNA 
(RN Ai). 

6. Em muitos vírus, o RNA, e não o DNA, é o portador da 
informação hereditária. 


A estrutura e as propriedades do DNA são apresentadas 
na Seção 5.3. Neste capítulo, esta discussão será estendida 
com ênfase no DNA; as estruturas de RNAs são detalhadas 
nas Seções 31.4A e 32.2B. Métodos de purificação, sequen- 
ciamento e síntese química de ácidos nucleicos são discutidos 
nas Seções 6.6, 7.2 e 7.5 e as técnicas de DNA recombinante 
são discutidas na Seção 5.5. A bioinformática, no que concer- 
ne aos ácidos nucleicos, é tratada na Seção 7.4 e o Banco de 
Dados de Ácidos Nucleicos é descrito na Seção 8.3Cb. 

1 ESTRUTURAS HELICOIDAIS DUPLAS 

dR/ Ver Exploração guiada 23: Estruturas de DNA O DNA helicoi- 
dal duplo pode apresentar três formas helicoidais principais, 
B-DNA, Á-DNA e Z-DNA, cujas estruturas estão represen- 
tadas nas Fig. 29.1. Nesta seção, são discutidas as caracterís- 
ticas principais de cada uma dessas formas helicoidais, bem 
como aquelas de RNA helicoidal duplo e de hélices híbridas 
de DNA-RNA. 

A. B-DNA 

A estrutura do B-DNA (Fig. 29.1, painéis centrais), a forma 
biologicamente predominante do DNA, está descrita na Seção 
5-3 A. Para recapitular (Tabela 29.1), o B-DNA consiste em 
uma dupla-hélice espiralada para a direita, cuj as duas cadeias 
antiparalelas de açúcar-fosfato enrolam-se sobre a sua superfí- 
cie. As suas bases aromáticas (A, T, G e C), que ocupam o in- 
terior da dupla-hélice, formam pares de bases de Watson-Crick 
complementares A • T e C • G (Fig. 5.12), cujos planos são 
quase perpendiculares ao seu eixo. Pares de bases vizinhos, 
cujos anéis aromáticos possuem uma espessura de 3,4 Á, es- 
tão empilhados em contatos de van der Waals, com o eixo da 
hélice passando pelo meio de cada par. O B-DNA apresenta 
um diâmetro de —20 Á e possui duas fendas profundas entre 
suas cadeias de açúcar-fosfato: a fenda menor, relativamente 
estreita, que expõe a borda dos pares de bases a partir dos quais 
as ligações glicosídicas (as ligações entre a base N e o Cl' da 
ribose) se estendem (em direção à base da Fig. 5.12), e a fenda 
maior, relativamente larga, que expõe a borda oposta de cada 
par de bases (em direção ao topo da Fig. 5.12). O DNA canôni- 
co (ideal) possui uma torção da hélice de 10 pares de bases (pb) 
por volta e, portanto, um passo (elevação por volta) de 34 A. 

Os pares de bases de Watson-Crick são estruturalmen- 
te intercambiâveis em qualquer das duas orientações, isto é, 
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(b) 


FIGURA 29.1 As estruturas do A-DNA, do B-DNA e do Z-DNA. (a) Representações do tipo esferas e bastões, em vista perpen- 
dicular ao eixo da hélice. Os esqueletos de açúcar-fosfato, que se enrolam em tomo da periferia de cada molécula, estão represen- 
tados por fitas verdes, e as bases, que ocupam o seu interior, estão em vermelho. Observar que as duas cadeias de açúcar-fosfato 
em cada hélice correm em direções opostas, de modo a formar dupla-hélices para a direita no A-DNA e no B-DNA, e uma dupla- 
-hélice para a esquerda no Z-DNA. ( b ) Vistas ao longo do eixo da hélice. Os átomos de O do anel da ribose estão em vermelho e o 
par de nucleotídeos mais próximo ao observador está em branco. Notar que o eixo da hélice passa muito “acima” da fenda maior 
do A-DNA, pelos pares de bases do B-DNA, e pela borda da fenda menor do Z-DNA. Consequentemente, o A-DNA tem um in- 
terior vazio, enquanto o B-DNA e o Z-DNA apresentam interiores sólidos. Observar também que os resíduos de desoxirribose no 
A-DNA e no B-DNA têm a mesma conformação em cada hélice, mas aqueles no Z-DNA possuem duas conformações diferentes, 


A • T, T • A, G*CeC*G podem substituir uns aos outros 
na dupla-hélice, sem alterar as posições dos átomos Cl ' dos 
esqueletos de açúcar-fosfato. Ao contrário, qualquer outra 
combinação de bases distorceria de forma significativa a du- 
pla-hélice, pois a formação de um par de bases que não os 
de Watson-Crick exigiria uma considerável reorientação dos 
esqueletos de açúcar-fosfato do DNA. 


a. O DNA real desvia-se da estrutura ideal de Watson-Crick 

As amostras de DNA disponíveis quando James Watson e 
Francis Crick formularam a estrutura de Watson-Crick em 
1953 foram extraídas de células e, portanto, consistiam de 
moléculas de extensões e sequências de bases heterogêneas. 
Essas moléculas alongadas não cristalizam, mas podem ser 
induzidas a formar fibras filiformes, nas quais os eixos das 
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(c) A-DNA 



de modo que os resíduos de ribose alternados encontram-se em raios diferentes, (c) Modelos de volume atômico em vista perpendi- 
cular ao eixo da hélice e coloridos de acordo com o tipo de átomo (C em branco, N em azul, O em vermelho e P em cor de laranja). 
(d) Modelos de volume atómico vistos ao longo do eixo da hélice e coloridos como na Parte c, mas com os átomos de C do par de 
nucleotídeos mais próximo do observador em verde. Os átomos de H nas Partes b, ced , foram omitidos para maior clareza. (Com 
base em estruturas por raios X dos seguintes: A-DNA, Olga Kennard, Dov Rabinovitch, Zippora Shakked e Mysore Viswamitra, 
Cambridge University, Reino Unido. Banco de dados de Ácidos Nucleicos LD ADH010; B-DNA, Richard Dickerson e Horace 
Drew, Caltech. PDBid 1BNA; e Z-DNA, Andrew Wang e Alexander Rich, MIT. PDBid 2DCG. Ilustração, Irving Geis. Imagem da 
Coleção Irving Geis, Howard Hughes Medicai Institute, EUA. Reproduzida com permissão. Coordenadas dos modelos das Partes c 
e d geradas por Helen Berman, Rutgers University, EUA.) dft. Ver Exercícios de cineímagem 17.1, 17.4, 17.5 e 17.6 


hélices das moléculas de DNA estão todos aproximadamen- 
te paralelos em relação ao eixo da fibra, embora as moléculas 
fiquem pobremente alinhadas umas em relação às outras, se 
existir algum grau de alinhamento. Os padrões de difração 
de raios X dessas fibras fornecem apenas imagens brutas e 
de baixa resolução, nas quais a densidade eletrônica dos pa- 
res de bases é a média da densidade eletrônica de todos os 


pares de bases da fibra. A estrutura de Watson-Crick foi fun- 
damentada, em parte, no padrão de difração de raios X do 
B-DNA (Fig. 5.10). 

No final da década de 1970, os avanços na química de 
ácidos nucleicos permitiram a síntese e a cristalização de oli- 
gonucleotídeos de sequência definida cada vez mais longos 
(Seção 7. 6 A). Muitos desses oligonucleotídeos podiam ser 
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TABELA 29.1 Características estruturais de DNAs A, B e Z ideais 

A-DNA B-DNA 

Z-DNA 

Sentido da hélice 

Para a direita 

Para a direita 

Para a esquerda 

Diâmetro 

—26 Â 

-20 Â 

-18 Â 

Pares de bases por volta da hélice 

11,6 

10 

12 (6 dfmeros) 

Torção da hélice por par de bases 

31° 

36° 

9° para pares de pirimidina-purina; 51° 
para pares de purina-pirimidina 

Passo da hélice (elevação por volta) 

34 Á 

34 À 

44À 

Elevação da hélice por par de bases 

2,9 À 

3,4 Á 

a 

7,4 A por dímero 

Inclinação normal da base em relação ao 
eixo da hélice 

20° 

6° 

7° 

Fenda maior 

Estreita e profunda 

Larga e profunda 

Plana 

Fenda menor 

Larga e rasa 

Estreita e profunda 

Estreita e profunda 

Curvatura do açúcar 

C3 '-endo 

C2 '-endo 

G2 '-endo para pirimidinas; Cò'-endo para 
purinas 

Ligação glicosídica 

Anti 

Anti 

Anti para pirimidinas; syn para purinas 


Fonte: Mainly Arnott, S., in Neidle, S. (Ed.), Oxford Handbook ofNucleic Acid Structure, p. 35, Oxford University Press (1999)- 


cristalizados e, consequentemente, cerca de 25 anos depois 
da estrutura de Watson-Crick ter sido formulada, a sua es- 
trutura cristalina por raios X foi pela primeira vez claramen- 
te visualizada. Isso aconteceu quando Richard Dickerson e 
Horace Drew determinaram a primeira estrutura cristalina 
por raios X de um B-DNA, que foi a do dodecâmero auto- 
complementar d(CGCGAATTCGCG), em uma resolução 
quase atômica (1,9 À). Essa molécula, cuja estrutura foi 
subsequentemente determinada a uma resolução significati- 
vamente maior (1,4 Â) por Loren Williams, possui uma ele- 
vação média por resíduo de 3,3 À e tem 10,1 pb por volta 
(uma torção da hélice de 35,5° por pb), valores quase iguais 
àqueles do B-DNA canônico. Entretanto, resíduos indivi- 
duais desviam-se de forma significativa dessa conformação 
média (Fig. 29.1a, painel central). Por exemplo, a torção da 
hélice por par de bases nesse dodecâmero varia entre 26° e 
43°. Cada par de bases desvia-se ainda mais de sua conforma- 
ção por distorções como a torção da hélice (a rotação oposta 
de cada base pareada em relação ao eixo longitudinal do par 
de bases do qual faz parte; na estrutura com 1,4 À de reso- 
lução, essa quantidade varia de -23° a -7 o ) e a rolagem do 
par de bases (a inclinação de um par de bases como um todo 
em relação ao seu eixo longitudinal; essa quantidade varia de 
-14° a 17°). 

Estudos de difração de raios X e de ressonância magné- 
tica (RM) de diversos outros oligômeros de DNA de dupla- 
-hélice demonstraram amplamente que a conformação do 
DNA, em particular a do B-DNA, é irregular de uma maneira 
sequência-específica, embora as regras que especificam como 
a sequência governa a conformação tenham se mostrado sur- 
preendentemente enganosas. Isso ocorre porque a sequência 
de bases contribui menos para a determinação de uma confor- 
mação fixa para a dupla-hélice do que contribui para o esta- 
belecimento do seu grau de deformação. Assim, sequências 
5'-R-Y-3' (em que R e Y são as abreviaturas para purinas 
e pirimidinas, respectivamente) no B-DNA são facilmente 
dobradas, pois apresentam uma sobreposição anel-anel re- 
lativamente pequena entre pares de bases adjacentes. Ao 
contrário, as sequências Y-R e R-R (as últimas, devido ao 


pareamento de bases, são equivalentes às sequências Y-Y) 
e, mais especialmente, as sequências A- A são mais rígidas 
porque a extensa sobreposição entre seus pares de bases ad- 
jacentes tende a mantê-los paralelos. Esse fenômeno, como 
será visto, é importante para a ligação sequência-específica do 
DNA às proteínas que processam a informação genética. Isso 
ocorre porque muitas dessas proteínas determinam que seus 
DNAs-alvo as circundem, em muitos casos fazendo com que 
o DNA seja dobrado em ângulos de mais de 90°. DNAs com 
sequências diferentes das do DNA-alvo não dobrariam tão 
prontamente sobre a proteína, pois resistiriam mais do que o 
DNA-alvo à deformação necessária para o estabelecimento 
da conformação adequada. 

B. Outras hélices de ácidos nuc/e/cos 

Estudos de difração de raios X em fibras, iniciados em mea- 
dos da década de 1940, revelaram que os ácidos nucleicos são 
moléculas de conformação variável. De fato, DNA e RNA de 
dupla-hélice podem assumir várias estruturas distintas, que 
variam em função de fatores como a umidade e as identida- 
des dos cátions presentes, bem como em função da sequên- 
cia de bases. Por exemplo, fibras de B-DNA são formadas 
na presença de íons metálicos alcalinos, como Na , quando 
a umidade relativa é de 92%. Nesta subseção, descrevem-se 
os outros estados conformacionais principais do DNA de 
dupla-hélice, do RNA de dupla-hélice e das hélices híbridas 
de RNA-DNA. 

a. Os pares de bases do A-DNA estão inclinados em relação 
ao eixo da hélice 

Quando a umidade relativa é reduzida a 75%, o B-DNA pas- 
sa por uma alteração conformacional reversível para a cha- 
mada forma A. Estudos por raios X de fibras indicam que 
o A-DNA forma uma hélice espiralada para a direita, que é 
mais larga e achatada que o B-DNA (Fig. 29.1, painéis à es- 
querda; Tabela 29.1). O A-DNA possui 11,6 pb por volta e 
um passo de 34 Â, o que determina a presença de um orifício 
axial (Fig. 29.1 b, d, painéis à esquerda). A característica mais 
marcante do A-DNA, contudo, é o fato dos planos dos seus 
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pares de bases estarem inclinados 20° em relação ao eixo da 
hélice. Como o eixo da hélice passa “sobre” a lateral dos pa- 
res de bases voltado para a fenda maior (Fig. 29.1b, rí, pai- 
néis à esquerda), em vez de através deles, como no B-DNA, 
o A-DNA possui uma fenda maior e mais profunda, e uma 
fenda menor bastante rasa; ele pode ser descrito como uma 
fita achatada enrolada em torno de um orifício cilíndrico de 
6 A de diâmetro. A maioria dos oligonucleotídeos autocom- 
plementares de < 10 pb, por exemplo, d(GGCCGGCC) e 
d(GGTATACC), cristaliza na conformação de A-DNA. 
Assim como o B-DNA, essas moléculas exibem considerá- 
veis variações conformacionais sequência-específicas, embo- 
ra o grau de variação seja menor do que aquele do B-DNA. 

O A-DNA foi, até agora, observado em apenas três con- 
textos biológicos: no centro de clivagem da lopoisomerase 
II (Seção 29.3Cd), no sítio ativo da DNA-polimerase (Seção 
30.2Ae) e em certas bactérias gram-positivas que passaram 
pelo processo de esporulação (a formação, sob estresse am- 
biental, de tipos celulares resistentes, embora dormentes, 
conhecidos como esporos; um tipo de bote salva-vidas bio- 
lógico), Tais esporos contêm uma elevada proporção (20% * 
de pequenas proteínas ácido-solúveis de esporo (SASPs, de 
small açid-soluble spore proteins). Algumas dessas SASPs in- 
duzem o B-DNA a assumir a forma A, pelo menos in vitro. O 
DNA em esporos bacterianos exibe uma resistência a danos 
induzidos por UV que é perdida em mutantes que não pos- 
suem essas SASPs. Isso ocorre porque a alteração conforma- 
cional B -> A inibe a ligação cruzada covalente entre bases 
pirimidínicas induzida por UV (Seção 30.5Aa), em parte por 
aumentar a distância entre pirimidinas sucessivas. 


b. O Z-DNA forma uma hélice espiralada para a esquerda 
Ocasionalmente, um sistema bem conhecido ou pelo menos 
familiar exibe propriedades bastante inesperadas. Mais de 25 
anos após a descoberta da estrutura de Watson-Crick, a de- 
terminação da estrutura cristalina do hexanucleotídeo auto- 
complementar dt CGCGCG) por Andrew Wang e Alexander 
Rich revelou, de forma surpreendente, uma hélice espiralada 
para a esquerda ( Fig . 29.1, painéis à direita; Tabela 29.1). Uma 
hélice similar é formada por d(CGCATGCG). Essa hélice, 
que foi denominada Z-DNA, possui 12 pb de Watson-Crick 
por volta, um passo de 44 A e, em contraste com o A-DNA, 
apresenta uma fenda menor profunda e não tem uma fenda 
maior discernível (o eixo da hélice passa “sob” o lado dos pa- 
res de bases voltados para a fenda menor; Fig. 29.1b, rí, pai- 
néis à direita). Portanto, o Z-DNA tem uma aparência que 
lembra um pouco uma broca de furadeira espiralada para 
a esquerda. Os pares de bases no Z-DNA estão desloca- 
dos 180° em relação àqueles do B-DNA (Fig. 29.2), devido 
às alterações conformacionais discutidas na Seção 29.2A. 
Consequentemente, a unidade de repetição do Z-DNA é um 
dinucleotídeo, d(XpYp), em vez de ser um único nucleotídeo, 
como nas outras hélices de DNA. A linha unindo átomos de 
fósforo sucessivos em uma cadeia polinucleotídica de Z-DNA 
segue, portanto, um caminho em zigue-zague em torno da hé- 
lice (Fig. 29.1a, c, painéis da direita; daí o nome Z-DNA), em 
vez de seguir em uma curva suave, como acontece no A-DNA 
e no B-DNA (Fig. 29.1a,c, painéis à esquerda e centrais). 

Estudos de difração de libras e de RM mostraram que 
polinucleotídeos complementares com purinas e pirimidinas 
alternadas, como poli d(GC) • poli d(GC) e poli d(AC) • poli 
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FiGURA 29.2 Conversão de B-DNA para Z-DNA. A conversão, aqui representada por um segmento de 4 pb, envolve uma 
inversão de 180 ; de cada par de bases (setas curvas ) em relação às cadeias de açúcar-fosfato (compare as orientações dos pares de 
bases do B-DNA e do Z-DNA na Fig. 29.1b, rí). Aqui, as diferentes faces dos pares de bases estão coloridas de vermelho e verde. 
Notar que se o desenho à esquerda é considerado como uma vista da fenda menor de um A-DNA ou de um B-DNA destorcido, 
então o desenho à direita representa a fenda maior de um segmento de Z-DNA distorcido. (Conforme Rich, A., Nordheim, A., e 
Wang, A.H.-J., Annu Rev. Biochem. 53, 799 [1984].) 
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d(GT), assumem a conformação de Z-DNA em altas con- 
centrações de sal. Evidente mente, a conformação de Z-DNA 
é mais prontamente assumida por segmentos de DNA com 
sequências de bases alternando purinas e pirimidinas (por 
razões estruturais explicadas na Seção 29.2 A). Uma alta con- 
centração de sal estabiliza o Z-DNA em relação ao B-DNA 
por reduzir as repulsões eletrostáticas normalmente mais 
elevadas entre os grupos fosfato de fitas opostas que ficam 
mais próximos (8 A no Z-DNA versus 12 A no B-DNA). A 
metilação de resíduos de citosina no C5, uma modificação 
biológica comum (Seção 30.7), também promove a formação 
de Z-DNA, pois um grupo hidrofóbico metila nessa posição 
está menos exposto ao solvente no Z-DNA do que estaria no 
B-DNA. 

O Z-DNA tem alguma função biológica? Rich propôs 
que a conversão reversível de segmentos específicos de 
B-DNA para Z-DNA sob circunstâncias apropriadas atua 
como um tipo de interruptor na regulação da expressão 
genética, havendo indicações de que Z-DNA é transito- 
riamente formado atrás de uma RNA-polimerase que está 
transcrevendo ativamente (Seção 31.4As). Apesar disso, foi 


extremamente difícil provar a existência do Z-DNA in vivo. 
Uma das maiores dificuldades foi demonstrar que uma son- 
da específica para a detecção de Z-DNA, por exemplo, um 
anticorpo específico, não determina ela própria que o que 
antes seria B-DNA assuma a conformação Z - um tipo de 
princípio de incerteza biológico (o ato de medir inevitavel- 
mente perturba o sistema que está sendo medido). Contudo, 
Rich descobriu várias proteínas que se ligam especificamente 
a Z-DNA, incluindo uma família de domínios de proteínas 
que se ligam a Z-DNA, chamados de Za. A existência des- 
sas proteínas sugere fortemente que o Z-DNA efetivamente 
existe in vivo. 

Foi determinada a estrutura por raios X do domínio Za 
de 81 resíduos da enzima de edição de RNA AD ARI (Seção 
31.4As) em complexo com d(TCGCGCG) (Fig. 29.3a). O 
segmento CGCGCG desse heptanucleotídeo é autocomple- 
mentar e forma, portanto, um segmento de simetria dupla 
de 6 pb de Z-DNA, com um dT sobressalente na extremida- 
de 5' de cada fita (embora esses dTs estejam desordenados 
na estrutura por raios X). Uma unidade monomérica de Za 
liga-se a cada fita do Z-DNA, sem contato com o Za que se 


(a) 



FIGURA 29.3 Estruturas do DNA em complexo com 
o domínio Za de AD ARI. (a) Estrutura por raios X 
do complexo de dois domínios Za com o Z-DNA, que 
consiste em um dúplex do hexâmero autocomplementar 
d (CG CG CG), como visualizado ao longo do seu eixo de 
simetria dupla. O Z-DNA é mostrado na forma de bas- 
tões, com os seus esqueletos em vermelho e suas demais 
porções em cor-de-rosa. Os domínios Za estão repre- 
sentados em forma de fitas, com hélices em azul e folhas 
em verde-claro. Note que cada domínio Za faz contato 
com apenas uma cadeia do Z-DNA. (b) Estrutura por 
raios X de uma junção entre o Z-DNA e o B-DNA. O 
complexo consiste em d(GTCGCGCGCCATAAACC) 
e d(ACGGTTTATGGCGCGCG), em complexo com 
quatro domínios Za (não mostrados aqui para maior cla- 
reza). O DNA forma um dúplex com dois nucleotídeos 
livres em cada extremidade, no qual os 8 pares de nucleo- 
tídeos inferiores formam Z-DNA, os 6 pares de nucleo- 
tídeos superiores formam B-DNA, e os nucleotídeos A e 
T na interface entre estes dois segmentos de DNA foram 
expulsos da dupla-hélice. O DNA está representado na 
forma de volume atômico, com C em cinza, N em azul, O 
em vermelho e P em amarelo. As linhas brancas conec- 
tam átomos de P adjacentes no mesmo polinucleotídeo, 
demonstrando, assim, o padrão de zigue-zague do Z- 
-DNA para a esquerda e o padrão mais suave do B-DNA 
para a direita. (Cortesia de Alexander Rich, MIT, PDBi- 
ds 1QBJ e 2ACJ.) 
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liga à fita oposta. A proteína interage primariamente com o 
Z-DNA via ligações de hidrogênio e pontes salinas entre as 
cadeias laterais polares e básicas da proteína e o esqueleto 
de açúcar-fosfato do Z-DNA. Note que nenhuma das bases 
do DNA participa dessas associações. A superfície de ligação 
da proteína ao DNA, que é complementar em conformação 
ao Z-DNA, é positivamente carregada, como seria esperado 
para uma proteína que interage com vários grupos fosfato 
aniônicos acomodados em sequência. É postulado que o do- 
mínio Zct da ADAR1 tem como alvo o Z-DNA a montante 
de genes transcricionalmente ativos (por razões discutidas na 
Seção 3 1.4 As). 

Em um esforço para visualizar a estrutura da junção entre 
B-DNA e Z-DNA, Rich e Kyeong Kyu Kim cocristalizaram 
Z a com um duplex de DNA que tem dois nucleotídeos livres 
em cada extremidade e cujas duas fitas de 17 nucleotídeos 
possuem as sequências d(GTCGCGCGCCATAAACC) e 
d(ACGGTTTATGGCGCGCG). A estrutura por raios X 
desse complexo revela que 8 pares de nucleotídeos em uma 
extremidade da dupla-hélice são Z-DNA, 6 pares de nucleo- 
tídeos na outra extremidade da hélice são B-DNA e os nu- 
cleotídeos que, de outro modo, formariam um par de bases 
A * T na junção entre esses segmentos, foram expulsos da 
dupla-hélice (Fig. 29.36). Os pares de base dos segmentos 
de B-DNA e Z-DNA formam um empilhamento contínuo, 
o qual estabiliza a estrutura (Seção 29.2C). Quatro domí- 
nios Za estão ligados ao segmento de Z-DNA, dois por fita 
polinucleotídica, de uma maneira muito semelhante àquela 
no complexo Za-d(TCGCGCG) mencionado acima (para 
maior clareza, os domínios Za não são mostrados na Fig. 
29.36) e os segmentos de B-DNA e Z-DNA adotam suas 
conformações padrão. Evidentemente, sob condições apro- 
priadas, a quiralidade do duplex de DNA pode ser invertida 
pela quebra de um par de bases e ejeção dos seus nucleotí- 
deos do dúplex. 

c. RNA-11 e híbridos RNA-DNA têm uma conformação similar 
à do A-DNA 

O RNA de dupla-hélice é incapaz de assumir uma conforma- 
ção como a do B-DNA, devido a conflitos estéricos envol- 
vendo seus grupos 2' -OH. Em vez disso, ele em geral assume 
uma conformação que lembra a do A-DNA (Fig. 29.1, pai- 
néis da esquerda), conhecida como A-RNA ou RNA-11, que 
idealmente possui 11,0 pb por volta da hélice, um passo de 
30,9 À e pares de bases inclinados 16,7° em relação ao eixo 
da hélice. Muitos RNAs, como, por exemplo, os RN As ribos- 
sômicos e de transferência (cujas estruturas estão detalhadas 
nas Seções 32.2B e 32.3 A), contêm sequências complementa- 
res que formam hastes helicoidais duplas. 

Dupla-hélices híbridas, que consistem em uma fita de 
DNA e outra de RNA, também têm uma conformação pre- 
vista similar à do A-RNA. De fato, a estrutura por raios X 
de um complexo de 10 pb do oligonucleotídeo de DNA 
d(GGCGCCCGAA) com o oligonucleotídeo complemen- 
tar de RNA r(UUCGGGCGCC), feita por Nancy Horton e 
Barry Finzel, revela (Fig. 29.4) que ele forma uma dupla-héli- 
ce com características similares à do A-RNA (Tabela 29.1), na 
qual ele possui 10,9 pb por volta, um passo de 31,3 À e pares 
de bases que estão, em média, inclinados 13,9° em relação ao 
eixo da hélice. Apesar disso, esta dupla-hélice ainda possui 
qualidades similares às do B-DNA, pois a largura de sua fenda 



FIGURA 29.4 Estrutura por raios X de uma hélice híbrida de 
RNA-DNA de 10 pb, consistindo em d(GGCGCCCGAA) em 
complexo com r(UUCGGGCGCC). A estrutura é mostrada 
na forma de bastões, com átomos de C do RNA em ciano, áto- 
mos de C do DNA em verde, N em azul, O em vermelho, exce- 
to para os átomos 02' do RNA, que estão em magenta, e P em 
amarelo. (Com base em uma estrutura por raios X de Nancy 
Horton e Barry Finzel, Pharmacia & Upjohn, Inc., Kalamazoo, 
Michigan, EUA. PDBid 1FIX.) jfb Ver Exercício interativo 31 

menor (9,5 Á) é intermediária entre as do B-DNA (7,4 À) e 
do A-DNA (11 À) canônicos e alguns dos anéis de desoxirri- 
bose da sua fita de DNA têm conformações características de 
B-DNA (Seção 29.2A), enquanto outros têm conformações 
características de A-RNA. Note que essa estrutura é biologi- 
camente significante, pois segmentos curtos de hélices híbridas 
de RNA • DNA ocorrem tanto na transcrição de RNA a partir 
de moldes de DNA (Seção 31.2Ba) como na iniciação da re- 
plicação do DNA por trechos curto de RNA (Seção 30.1 D ). 
O componente de RNA dessa hélice é um substrato para a 
RNase H, que hidrolisa especificamente as fitas de RNA de 
hélices híbridas RNA • DNA in vivo (Seção 30.4C). 

2 FORÇAS QUE ESTABILIZAM ESTRUTURAS DE 
ÁCIDOS NUCLEICOS 

O DNA de fita dupla não exibe a complexidade estrutural 
das proteínas porque ele possui apenas um repertório limi- 
tado de estruturas secundárias e não possui estruturas ter- 
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ciárias ou quaternárias comparáveis (a não ser as que podem 
ser vistas na Seção 29.3). Isso está, talvez, de acordo com o 
esperado, pois há uma amplitude muito maior de proprieda- 
des químicas e físicas entre os 20 resíduos de amino ácidos 
das proteínas do que entre as quatro bases do DNA. Apesar 
disso, muitos RNAs possuem estruturas terciárias bem defi- 
nidas (Seções 31. 4A, 32.4Ca, 32.2B e 32.3 A). 

Nesta seção, são examinadas as forças que dão origem 
às estruturas de ácidos nucleicos. Essas forças são, é claro, 
essencialmente as mesmas que são responsáveis pelas estru- 
turas de proteínas (Seção 8.4), mas, como será visto, o modo 
pelo qual elas se combinam confere aos ácidos nucleicos pro- 
priedades que são bastante diferentes daquelas das proteínas. 

A. Conformações da cadeia de açúc ar-fosfato 

A conformação de uma unidade de nucleotídeo, como indi- 
cada na Fig. 29.5, é especificada pelos seis ângulos de torção 
do esqueleto de açúcar-fosfato e pelo ângulo de torção que 
descreve a orientação da base em relação à ligação glicosí- 
dica. Aparentemente, esses sete graus de liberdade por nu- 
cleotídeo tornariam os polinucleotídeos altamente flexíveis. 
Porém, como veremos, esses ângulos de torção estão sujeitos 
a várias restrições internas, que limitam bastante a sua liber- 
dade conformacional. 

a. Os ângulos de torção em torno das ligações glicosídícas 
possuem apenas uma ou duas posições estáveis 
A rotação de uma base em torno de sua ligação glicosídica 
é em grande parte obstruída, como pode ser melhor visuali- 
zado a partir da manipulação de um modelo molecular de vo- 
lume atômico. Resíduos de purina possuem duas orientações 
estericamente permissíveis em relação ao açúcar, conhecidas 
como conformações syn (do grego: com) e anti (do grego: 
contra) (Fig. 29.6). Para pirimidinas, somente a conformação 
anti é facilmente formada, porque, na conformação syn, o re- 
síduo de açúcar interfere de forma estérica com o substituin- 
te do C2 da pirimidina. Na maioria dos ácidos nucleicos de 
dupla-hélice, todas as bases estão na conformação anti (Fig. 
29.1 a,c, painéis à esquerda e centrais). A exceção é o Z-DNA 
(Seção 29.1Bb), no qual os resíduos alternados de pirimidina 
e purina estão nas orientações anti e syn (Fig. 29.1a,c, pai- 
néis à direita). Isso explica a alternância pirimidina-purina do 
Z-DNA. De fato, as inversões dos pares de bases que con- 
vertem o B-DNA em Z-DNA (Fig. 29.2) são causadas pela 


J 



FIGURA 29.5 A conformação de uma unidade de nucleotídeo 
é determinada pelos sete ângulos de torção indicados. 

rotação de cada purina em torno da sua ligação glicosídica, 
da conformação anti para a syn, enquanto os açúcares giram 
nos núcleo tídeos de pirimidina, mantendo-os, assim, em suas 
conformações anti. 

b. O dobramento do anel de açúcar está limitado a apenas 
alguns de seus arranjos possíveis 
O anel da ribose possui um certo grau de flexibilidade que 
afeta de forma significativa a conformação do esqueleto de 
açúcar-fosfato. Os ângulos dos vértices de um pentágono re- 
gular são de 108°, um valor bem próximo daquele do ângulo 
de um tetraedro (109,5°), de modo que se pode esperar que 
o anel de ribofuranose seja quase plano. Entretanto, os subs- 
tituintes do anel são eclipsados quando o anel é planar. Para 
aüviar a aglomeração resultante, que ocorre até mesmo entre 
átomos de hidrogênio, o anel se dobra; ou seja, ele torna-se 
levemente não planar, de modo a reorientar os substituintes 
do anel (Fig. 29.7; isso é facilmente observado pela manipu- 
lação de um modelo do esqueleto molecular) . 


NH. 


NH. 



Syn-adenosina 


H 





hoch^ Ox 

HH 



OH OH 
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FIGUÜA 29.8 As orientações estericamente permitidas das bases púricas e pirimídicas, em relação às unidades de ribose às quais 
estão ligadas. 
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FIGURA 29.7 Dobramento do anel de ribose. Os substituin- 
tes de (a) um anel de glicose planar í aqui visualizado paralela- 
mente em relação à ligação C3' — C4') estão todos eclipsados. 

A tensão estérica resultante é parcialmente aliviada pelo dobra- 
mento do anel como em (b), uma conformação de meia-cadeira 
na qual C3' é o átomo fora do plano. 


Esperaria-se, em geral, que apenas três dos cinco átomos 
de um anel de ribose fossem coplanares, pois três átomos de- 
finem um plano. Apesar disso, na grande maioria das > 50 
estruturas cristalinas de nucleosídeos e nucleotídeos j á des- 
critas, quatro dos átomos do anel são coplanares, com varia- 
ções próximas a poucos centésimos de angstrom, e o átomo 
restante está fora desse plano (a conformação de meia-cadei- 
ra). Se o átomo fora do plano estiver deslocado para o mes- 
mo lado que o átomo C5 ' , se diz que ele tem a conformação 


endo (do grego: endon, dentro), enquanto o deslocamento 
para o lado oposto ao do C5' é conhecido como conformação 
exo (do grego: exo, fora de). Na grande maioria das estru- 
turas conhecidas de nucleosídeos e nucleotídeos (moléculas 
que estão sujeitas a poucas das exigências conformacionais 
das hélices duplas), o átomo fora do plano é C2' ou C3' (Fig. 
29.8). C2 '-endo é o dobramento da ribose de ocorrência 
mais frequente, sendo C3 '-endo e C3 '-exo também comuns. 
Outras conformações da ribose são raras. 

O dobramento da ribose é importante na conformação de 
ácidos nucleicos , pois ele governa as orientações relativas dos 
substituintes de fosfato de cada resíduo de ribose (Fig. 29.8). 
Por exemplo, é difícil construir um modelo repetitivo regu- 
lar de uma dupla-hélice de ácido nucleico a menos que os 
açúcares sejam C2 ! -endo ou C3 '-endo. De fato, o B-DNA 
canônico tem a conformação C2 ’-endo, enquanto o A-DNA 
canônico e o RNA-11 são Qy -endo. No Z-DNA canônico, os 
nucleotídeos de purina são todos C3 '-endo e os nucleotídeos 
de pirimidina são C2 '-endo, o que é uma outra razão para 
que a unidade de repetição do Z-DNA seja um dinucleotí- 
deo. Os dobramentos dos açúcares observados nas estruturas 
por raios X de A-DNA são, de fato, quase que inteiramente 
C2' -endo. Contudo, aqueles de B-DNAs, embora predomi- 
nantemente C2 '-endo, exibem significante variação, incluin- 
do C4'-exo, 04 '-endo, Cl ' -exo e C3 '-exo. Essa variação no 
dobramento dos açúcares de B-DNA é, provavelmente, um 
indicativo da sua maior flexibilidade em relação a outros ti- 
pos de hélices de DNA. 

c. 0 esqueleto de açúcar-fostato é restrito quanto à sua 
conformação 

Se os ângulos de torção da cadeia de açúcar-fosfato (Fig. 
29.5) fossem completamente livres para rotar, provavelmen- 
te não haveria uma estrutura estável para os ácidos nuclei- 
cos. Contudo, a comparação das estruturas cristalinas de 
aproximadamente 40 nucleosídeos e nucleotídeos, feita por 
Muttaiya Sundaraligam, revelou que esses ângulos são, na 
realidade, bastante restritos. Por exemplo, o ângulo de tor- 
ção em torno da ligação C4' — C5' (y na Fig. 29.5) possui 
uma variação restrita, de modo que 04' em geral possui uma 
conformação arqueada (apresentando um ângulo de torção 



FIGURA 29.8 Conformações do açúcar no nucleotídeo. (a) A conformação C3 '-endo (no mesmo lado do anel de açúcar que 
C5'), que ocorre no A-DNA e no RNA-11. (b) A conformação C2 '-endo, que ocorre no B-DNA. As distâncias entre os átomos de 
P adjacentes no esqueleto de açúcar-fosfato estão indicadas. (Conforme Saenger, W., Principies of Nucleic Acid Structure,p. 237, 
Springer-Verlag [1983].) Ver Exercício de crneimagem 17.3 
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FIGURA 29.9 Roda confonnadonal mostrando a distribuição 
do ângulo de torção em torno da ligação C4 — C5'. O ângulo 
de torção (7 na Fig. 29.7) foi medido em 33 estruturas por raios 
X de nucleosídeos, nucleotídeos e poiinucleotídeos. Cada li- 
nha radial representa a posição da ligação C4' — 04' em uma 
estrutura individual em relação aos substituintes de C5 ' , como 
visto a partir de C5' para C4'. Notar que a maioria dos ângulos 
de torção observados distribui-se dentro de uma faixa relativa- 
mente estreita. (Conforme Sundaralingam, M., Biopolymers 7, 
838 [1969].) 

de —60°) em relação a 05' (Fig. 29.9). Isso ocorre porque a 
presença do anel de ribose j untamente com certas interações 
não covalentes do grupo fosfato enrijece a cadeia de açúcar- 
-fosfato, restringindo a sua gama de ângulos de torção. Essas 
restrições são ainda maiores em poiinucleotídeos, devido à 
interferência estérica entre os resíduos. 

Os ângulos conformacionais de açúcar-fosfato das várias 
hélices duplas são todos razoavelmente livres de restrições. 
Aj hélices duplas são , portanto, arranjos de conformação re- 
laxada do esqueleto de açúcar-fosfato. Apesar disso, esse es- 
queleto não é de maneira alguma uma estrutura rígida, pois, 


quando as fitas são separadas, ele assume uma conformação 
de enrolamento aleatório. 

B. Pareamento de bases 

O pareamento de bases é, aparentemente, uma “cola” que 
mantém juntos os ácidos nucleicos de fita dupla. Somente 
pares de Watson-Crick ocorrem nas estruturas cristalinas 
de oligonucleotídeos autocomplementares. É, portanto, im- 
portante entender como os pares de bases de Watson-Crick 
diferem de outros arranjos de bases mediados por ligações 
de hidrogênio duplas, que também possuem geometrias ra- 
zoáveis (p. ex., Fig. 29.10). 

a. Pares de bases A ■ T sem restrição conformacional 
assumem a geometria de Hoogsteen 

Quando derivados monoméricos de adenina e timina são 
cocristalizados, os pares de bases A • T formados possuem 
invariavelmente o N7 da adenina como o aceptor da ligação 
de hidrogênio (geometria de Hoogsteen; Fig. 29.10b), em vez 
do NI (geometria de Watson-Crick; Fig. 5-12). Isso sugere 
que a geometria de Hoogsteen é, de forma inerente, mais es- 
tável para pares de base A * T do que a de Watson-Crick. 
Aparentemente, influências estéricas e outras influências 
ambientais tornam a geometria de Watson-Crick o modo 
preferencial de pareamento de bases na dupla-hélice. Pares 
A • T com geometria de Hoogsteen são, apesar disso, de im- 
portância biológica; por exemplo, eles ajudam a estabilizar as 
estruturas terciárias de tRNAs (Seção 32.2Ba). Pares mono- 
méricos G • C, ao contrário, sempre cocristalizam com a geo- 
metria de Watson-Crick, em consequência de sua estrutura 
ser mantida por ligações de hidrogênio triplas. 

b. Pares de bases que não são de Watson-Crick são de baixa 
estabilidade 

As bases de uma dupla-hélice, como visto anteriormente (Se- 
ção 5. 3 A), associam-se de modo que a posição de qualquer 
par de bases pode conter, alternativamente, A • T, T • A, 
G • C ou C * G sem afetar as conformações das cadeias de 
açúcar-fosfato. Seria possível razoavelmente supor que essa 
exigência de complementaridade geométrica dos pares de 
bases de Watson-Crick, A com T e G com C, fosse a única ra- 
zão pela qual outros pares de bases não ocorrem em um am- 





FIGURÂ 29.10 Alguns pares de bases que não os de Watson-Crick. (a) O pareamento de resíduos de adenina na estrutura cris- 
talina da 9-metiladenina. (6) O pareamento de Hoogsteen entre resíduos de adenina e timina na estrutura cristalina de 9-metilade- 
nina • 1-metiltimina. (c) Um pareamento hipotético entre resíduos de citosina e timina. Comparar esses pares de bases com os de 
Watson-Crick na Fig. 5-12. 
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FIGURA 2S.11 Os espectros de infravermelho, na região N— H, de derivados de guanina, citosina e adenina. Os derivados foram 
analisados tanto separadamente como nas misturas indicadas. O solvente, CDC1 3 , não forma ligações de hidrogênio com as bases e 
é relativamente transparente na faixa de frequência de interesse, (a) G + C. A curva marrom no painel inferior, que é a soma dos 
espectros nos dois painéis superiores, é o espectro calculado de G + C para moléculas não in te ra gentes. A banda próxima de 3.500 
cm 1 no espectro de G + C observado {púrpura ) é indicativa de uma associação específica por ligações de hidrogênio entre G e C. 
(b) G + A. A sobreposição quase perfeita entre os espectros calculado e observado da mistura de G + A Índica que G e A não in- 
teragem significativamente. (Conforme Kyogoku, Y., Lord, R. C., e Rich, A., Science 154, 5109 [1966].) 


biente de dupla-hélice. De fato, foi precisamente nisso que se 
acreditou por muitos anos após a descoberta da dupla-hélice. 

O insucesso na tentativa de detectar pares de bases di- 
ferentes em ambientes não helicoidais, além de A com T 
(ou U) e G com C, acabou por levar Richard Lord e Rich a 
demonstrarem, por meio de estudos de espectroscopia, que 
somente as bases de pares de Watson-Crick possuem uma 
alta afinidade mútua. A Fig. 29.11a mostra o espectro de in- 
fravermelho (IV ou IR, de infrared ) na região do N-H de 
derivados de guanina e citosina, separadamente e em uma 
mistura. A banda no espectro da mistura G + C, que não 
está presente nos espectros de qualquer um de seus compo- 
nentes, é indicativa de uma interação específica por ligações 
de hidrogênio entre G e C. Tal associação, passível de ocor- 
rer entre moléculas similares ou diferentes, pode ser descrita 
por equações ordinárias de ação de massa. 


Bi + B 2 n Bj * B 2 K — 


[Bl ■ B 2 ] 

[Bi] [B 2 ] 


[29.1] 


Os valores de K para os vários pares de bases foram de- 
terminados a partir de análises de espectros de IV, como os 
da Fig. 29.11. As constantes de auto associação das bases de 
Watson-Crick são dadas na parte superior da Tabela 29.2 (a 
associação por ligações de hidrogênio de moléculas similares 
é indicada pela aparência das novas bandas de IV, à medi- 
da que a concentração da molécula é aumentada). A parte 
inferior da Tabela 29.2 lista as constantes de associação dos 
pares de Watson-Crick. Observe que cada uma destas últi- 
mas quantidades é maior do que as constantes de autoasso- 
ciação de qualquer uma de suas bases componentes, o que 
determina que os pares de Watson-Crick sejam preferencial- 
mente formados a partir de seus constituintes. Em contraste, 


os pares de bases que não os de Watson-Crick, A • C, A • G, 
C • U e G • U, independentemente das suas geometrias, pos- 
suem constantes de associação que são negligenciáveis em 
comparação às constantes de associação por autopareamento 
de seus constituintes (p. ex., Fig. 29.11b). Evidentemente, uma 
segunda razão pela qual pares de bases que não os de Watson- 
- Crick não ocorrem em hélices duplas de DNA é o fato deles 
possuírem estabilidades relativamente baixas. Consequente- 
mente, a presença exclusiva de pares de bases de Watson- 
-Crick no DNA resulta, em parte, de uma complementarida- 
de eletrônica que pareia A com T e G com C. A base teórica 
dessa complementaridade eletrônica, a qual é uma obser- 
vação experimental, ainda é obscura. Isso ocorre porque as 
aproximações inerentes aos tratamentos teóricos os tornam 


TABELA 29.2 Constantes de associação para a formação de 

pares de bases 


Par de bases 

K (AT 1 )* 

A u toassociação 

A- A 

3,1 

U-U 

6,1 

C-C 

28 

G * G 

ltf-lO 4 

Pares de bases de Watson-Crick 

A-U 

100 

G- C 

10 4 -10 5 


*Dados medidos em deuteroclorofórmio a 25° C. 

Fonte: Kyogoku, Y., Lord, R*C ? and Rich, A., Biochem. Biophys . Acta 179, 
10 ( 1969 ). 
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incapazes de prever precisamente as pequenas diferenças de 
energia (de poucos kJ * mol 1 ) entre as associações mediadas 
por ligações de hidrogênio específicas e inespecíficas. Os seg- 
mentos de dupla-hélice de muitos RNAs contêm, ocasional- 
mente, pares de bases que não são os de Watson-Crick, mais 
frequentemente G • U, que têm significância tanto funcional 
como estrutural (p. ex., Seções 32-2Ba e 32-2Db). 

c. As ligações de hidrogênio apenas estabilizam o DNA 
fracamente 

É claro que as ligações de hidrogênio são necessárias para a 
especificidade do pareamento de bases no DNA, que é, em 
última análise, responsável pela enorme fidelidade necessária 
para replicar o DNA quase sem qualquer erro (Seção 30.3D). 
Porém, como também ocorre com proteínas (Seção 8.4Ba), as 
ligações de hidrogênio pouco contribuem para a estabilidade da 
dupla-hélice. Por exemplo, a adição de um composto relativa- 
mente apoiar como o etanol (que reforça ligações de hidrogê- 
nio) a uma solução aquosa de DNA, desestabiliza a dupla-hé- 
lice, como é indicado pelo decréscimo da sua temperatura de 
fusão (T m ; Seção 5.3Ca). Isso ocorre porque as forças hidrofó- 
bicas, que são em grande parte responsáveis pela estabilidade 
do DNA (Seção 29.2C), são rompidas por solventes apoiares. 
Por sua vez, as ligações de hidrogênio entre os pares de bases 
do DNA nativo são substituídas, no DNA desnaturado , por li- 
gações de hidrogênio entre as bases e a água, energeticamente 
quase equivalentes. Isso explica a observação termodinâmica 
de que as interações por ligações de hidrogênio contribuem 
com apenas 2 a 8 kJ/mol para a estabilidade do pareamento. 

C. Empilhamento de bases e interações hidrofóbicas 

Purinos e pirimidinas tendem a formar pilhas extensas de mo- 
léculas planas paralelas. Isso foi observado nas estruturas de 
ácidos nucleicos (p. ex., Fig. 29.1) e em várias centenas de 
estruturas cristalinas por raios X reportadas que contêm ba- 
ses de ácidos nucleicos. Nessas estruturas, as bases estão, em 
geral, parcialmente sobrepostas (p. ex., Fig. 29.12). De fato, 
as estruturas cristalinas de bases relacionadas quimicamente 
com frequência exibem padrões de empilhamento similares. 
Aparentemente, as interações de empilhamento, as quais no 
estado sólido são uma forma de interação de van der Waals 
(Seção 8.4Ab), possuem algumas especificidades, embora 
certamente não tantas quanto o pareamento de bases. 

a. Empilhamento de bases de ácidos nucleicos em solução 
aquosa 

As bases agregam-se em solução aquosa, como foi demons- 
trado pelas variações de pressão osmótica em função da con- 
centração. A lei da pressão osmótica de van 5 t Hoff é 

Ti = RTm [29.2] 

em que tt é a pressão osmótica, mé a molalidade do soluto 
(mol de soluto/kg de solvente), Ré a constante dos gases e T 
é a temperatura. A massa molecular, M, de um soluto ideal 
pode ser determinada a partir da sua pressão osmótica, pois 
M = dm, onde c = g de soluto/kg de solvente. 

Se a espécie sob investigação é de massa molecular co- 
nhecida, mas agrega em solução, a Equação [29.2] deve ser 
reescrita: 

[29.3] 



FIGURA 2S.12 Empilhamento dos anéis de adenina na estru- 
tura cristalina da 9-metiladenina. A sobreposição parcial dos 
anéis é típica da associação entre as bases nas estruturas cristali- 
nas e em ácidos nucleicos de hélices duplas. (Conforme Stewart, 
R.F., e Jensen, L.H., /. Chem. Phys. 40, 2071 [1964].) 

em que 4», o coeficiente osmótico, indica o grau de associação 
do soluto. 4> varia de 1 (sem associação) até 0 (associação in- 
finita). A variação de 4> com m para bases de ácidos nucleicos 
em solução (p. ex., Fig. 29.13) é consistente com um modelo 
no qual as bases agregam em etapas sucessivas: 

A + A A 2 + A A 3 + A r=^ A„ 

em que n é pelo menos 5 (se a reação prossegue até a sua con- 
clusão, 4> = l/n). Essa associação não pode ser um resultado 
de ligações de hidrogênio, pois a A 6 , Ã*-dimetiladcnosina, 


h 3 c ch 3 



Ribose 

N®N 6 -Dimetiladenosin a 

que não pode formar ligações de hidrogênio entre as bases, 
possui um grau de associação maior do que o da adenosina 
(Fig. 29.13). Aparentemente, a agregação resulta da forma- 
ção de pilhas de moléculas planas. Esse modelo é corrobo- 
rado por estudos de RM de prótons: as direções dos desvios 
químicos dos agregados são compatíveis com um modelo de 
empilhamento, mas não com um mantido por ligações de hi- 
drogênio. As associações de empilhamento de bases mono- 
méricas não são observadas em soluções não aquosas. 

Polinucleotídeos de fita simples também exibem inte- 
rações de empilhamento. Por exemplo, poli (A) apresenta 
um amplo aumento de absorbância de UV com a tempe- 
ratura (Fig. 29.14a). Esse hipercromismo (que é indicativo 
de desnaturação de ácidos nucleicos; Seção 5. 3 Ca) é inde- 
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FIGURA 29.13 Variação do coeficiente osmótico t}> com as 
concentrações molais m de derivados da adenosina em H z O. O 

decréscimo de 4> com o aumento de m indica que esses deriva- 
dos agregam em solução. (Conforme Broom, A.D., Schweizer, 
M.P., e Ts'o, P.O.P., Am. Chem. Soe. 89, 3613 [1967].) 

pendente da concentração de poli(A), de modo que não 
pode ser consequência de desagregação intermolecular. 
Do mesmo modo, ele não é devido à redução da intera- 
ção por ligações de hidrogênio intramoleculares, porque 
poli(A 6 , A^-dimetiladenosina) exibe um grau de hiperero- 
mismo maior do que o de poli (A). O hipereromismo deve, 
portanto, ser resultante de algum tipo de interação de em- 
pilhamento na fita simples que desnatura com o aumento 
da temperatura. Esse processo não é muito cooperativo, o 
que é indicado pela amplitude da curva de desnaturação e 
pela observação de que polinucleotídeos curtos, inclusive 
fosfatos de dinucleosídeos, como ApA, exibem curvas de 
desnaturação similares (Fig. 29.14b). 

b. Estruturas de ácidos nucleicos são estabilizadas por 
forças hidrofóbicas 

Associações de empilhamento em soluções aquosas são em 
grande parte estabilizadas por forças hidrofóbicas. Seria ra- 
zoável supor que as interações hidrofóbicas em ácidos nu- 
cleicos são similares àquelas que estabilizam as estruturas de 
proteínas. Contudo, um exame mais atento revela que esses 
dois tipos de interação apresentam características qualitati- 
vamente diferentes. A análise termodinâmica das curvas de 
desnaturação dos fosfatos de dinucleosídeos nos termos da 
reação 

Fosfato de dinucleosídeo (não empilhado ) 

Fosfato de dinucleosídeo ( empilhado ) 

(Tabela 29.3) indica que o empilhamento de bases é entalpi- 
camente favorecido e entropicamente antagonizado. Assim, 
as interações hidrofóbicas responsáveis pela estabilidade das 



FIGURA 29.14 Curvas de desnaturação para poli(A) e 
ApA. A ampla faixa de temperatura de deslocamentos hiper- 
crômicos a 258 nm de (a) poli (A) e (b) ApA é indicativa de mu- 
danças conformad onais não cooperativas nestas substâncias. 
Compare essa figura com a Fig. 5-16. (De acordo com Leng, M. 
e Felsenfeld, G., J. Mol. Biol. 15, 457 [1966].) 


associações de empilhamento em ácidos nucleicos são diame- 
tralmente opostas em caráter àquelas que estabilizam estru- 
turas de proteínas (que são entalpicamente antagonizadas e 
entropicamente favorecidas; Seção 8.4C). Isso se reflete nas 
propriedades estruturais diferenciais dessas interações. Por 
exemplo, as cadeias laterais aromáticas das proteínas quase 
nunca estão empilhadas e as estruturas cristalinas de hidro- 
carbonetos aromáticos como o benzeno, que lembram essas 
cadeias laterais, são caracteristicamente desprovidas de inte- 
rações de empilhamento. 

As forças hidrofóbicas em ácidos nucleicos são pouco 
entendidas. Apesar disso, a observação de que elas têm ca- 
racterísticas diferentes daquelas de forças hidrofóbicas que 
estabilizam proteínas não causa surpresa, porque as bases 
nitrogenadas são consideravelmente mais polares do que os 
resíduos de hidrocarbonetos das proteínas que participam 
de interações hidrofóbicas. Não existe, contudo, qualquer 
teoria disponível que explique adequadamente a natureza 
das forças hidrofóbicas nos ácidos nucleicos (cabe lembrar 
que, de maneira similar, a compreensão das forças hidrofó- 
bicas em proteínas também é incompleta). Essas forças são 
interações complexas, das quais o empilhamento de bases é 
provavelmente um componente significativo. Sejam quais 
forem as suas origens, as forças hidrofóbicas são de impor- 
tância central para a determinação das estruturas dos ácidos 
nucleicos. 


TABELA 29.3 Parâmetros termodinâmicos para a reação 

Fosfato de dinucleosídeo v Fosfato de dinucleosídeo 


(nao empilhado ) ( empilhado ) 


Fosfato de dinucleosídeo 

AH 

1 empilhamento 

(kJ * mol 1 ) 

— TAS 

empilhamento 

(kJ • mol' 1 a 25°C) 

ApA 

-22,2 

24,9 

ApU 

-35,1 

39,9 

GpC 

-32,6 

34,9 

CpG 

-20,1 

21,2 

UpU 

-32,6 

36,2 


Fonte: Davis, R.C., and Tinoco, I., Jr., Biopolymers 6, 230 (1968). 
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D. Interações iônicas 

Qualquer teoria a respeito da estabilidade das estruturas de áci- 
dos nucleicos deve levar em consideração as interações eletros- 
táticas de seus grupos fosfato carregados. A teoria dos poliele- 
trólitos aproxima-se das interações eletrostáticas de DNA por 
considerar a dupla-hélice aniônica como uma linha ou um ci- 
lindro homogeneamente carregado. Não serão discutidos aqui 
os detalhes dessa teoria, mas note que ela está frequentemente 
em razoável concordância com as observações experimentais. 

A temperatura de fusão do dúplex de DNA aumenta com 
a concentração de cátions, porque esses íons ligam-se mais 
fortemente ao DNA de fita dupla do que ao DNA de fita sim- 
ples, devido à maior densidade de cargas aniônicas do dúplex 
de DNA. Uma concentração aumentada de sal, portanto, des- 
loca o equilíbrio em direção à forma dúplex, elevando assim a 
T m do DNA. A relação observada para o Na" é 


T m = 41,1X g+c + 16,6 log[Na + ] + 81,5 [29.4] 

onde X G+C é a fração molar de pares de bases G • C (lem- 
bre que a T m aumenta com o conteúdo de G + C; Fig. 5.17); 
a equação é válida nas faixas de 0,3 < X G+C < 0,7 e IO -3 M 
< [Na 1 ] < 1,0 M. Outros cátions monovalentes, como Li ' e 
K , apresentam interações inespecíficas similares com gru- 
pos fosfato. Cátions divalentes, como Mg 2 ", Mn 2 " e Co 2+ , ao 
contrário, ligam-se especificamente a grupos fosfato. Isso de- 
termina que cátions divalentes sejam agentes protetores muito 
mais efetivos para ácidos nucleicos do que cátions monova- 
lentes. Por exemplo, um íon Mg 2 tem uma influência sobre 
a dupla-hélice do DNA comparável àquela de 100 a 1.000 
íons de Na + . De fato, as enzimas que fazem a mediação das 
reações com ácidos nucleicos ou apenas nucleotídeos (p. ex., 
ATP) em geral requerem Mg 2 " para suas atividades. Além 
disso, íons Mg 2 ’ desempenham um papel essencial na estabi- 
lização de estruturas complexas assumidas por muitos RNAs, 
como os RNAs de transferência (tRNAs; Seção 32.2B) e os 
RNAs ribossômicos (rRNAs; Seção 32.3A). 


3 DNA SUPERENROLADO 

Ver Exploração guiada 24: Superenrolamento de DNA Análises 
genéticas indicam que muitos vírus e bactérias possuem ma- 
pas genéticos circulares, o que implica que seus cromossomos 


são igualmente circulares. Essa conclusão foi confirmada por 
micrografias eletrônicas, nas quais os DNAs circulares po- 
dem ser visualizados (Fig. 29.15). Alguns desses DNAs circu- 
lares possuem uma aparência torcida peculiar, um fenômeno 
que é conhecido equivalentemente como superenrolamento, 
supertorção ou super-helitidade. O superenrolamento surge 
em consequência de uma propriedade topológica biologica- 
mente importante do dúplex de DNA circular fechado de 
forma co valente, que é o assunto desta seção. Ela é chamada 
ocasionalmente de estrutura terciária do DN A. 

A. Topologia da super-hélice 

Considere uma molécula de DNA de dupla-hélice na qual 
ambas as fitas estão unidas de forma co valente para formar 
uma molécula de dúplex circular como a representada na Fig. 
29.16 (cada fita pode ser unida somente a ela mesma, porque 
as fitas são antiparalelas). Uma propriedade geométrica de 
uma montagem como esta determina que o número de vezes 
que uma fita se enrola sobre a outra não pode ser alterado sem 
antes clivar-se pelo menos uma das suas fitas polinucleotídi- 
cas. Isso pode ser facilmente demonstrado se você utilizar um 
cinto afivelado, no qual cada margem representa uma fita de 
DNA. O número de vezes que o cinto é torcido antes de ser 
afivelado não pode ser alterado sem que antes o cinto sej a de- 
safivelado ou cortado (clivagem de uma fita polinucleotídica). 

Esse fenômeno, como James White provou matematica- 
mente em 1969, é expressado 

L = T + W [29.5] 

na qual: 

1. L, o número de ligação (também simbolizado por Lk, de 
linking ), é o número de vezes que uma fita de DNA se tor- 
ce sobre a outra. Essa quantidade inteira é mais facilmente 
contada quando o eixo da molécula dúplex é forçado a ficar 
sobre um plano (ver a seguir). Contudo, o número de liga- 
ção é invariável, não importando como a molécula circular é 
torcida ou destorcida, desde que ambas as suas fitas polinu- 
cleotídicas permaneçam covalentemente intactas; o número de 
ligação é, portanto, uma propriedade topológica da molécula. 

2. T, a torção (também simbolizada por Tw, de twist), é o nú- 
mero de revoluções completas que uma fita polinucleotídica 



FIGURA 29.15 Micrografias eletrônicas de DNAs dúplex circulares. As conformações variam desde uma situação sem superen- 
rolamento (d esquerda ) até um elevado estado de superenrolamento (d direita). (Micrografias eletrônicas feitas por Laurien Polder. 
De Komberg, A., e Baker, T.A., DNA Replication [2nd ed.],p. 36, W.H. Freeman [1992], Utilizada com permissão.) 
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FIGURA 29. IS Diagrama esquemático de um dúplex de 
DNA circular fechado covalentemente que possui 26 voltas na 
sua dupla-hélice. Diz-se que as duas fitas polinucleotídicas do 
DNA estão ligadas topologicamente uma à outra porque, em- 
bora elas não estejam covalentemente ligadas entre si, elas não 
podem ser separadas sem a quebra de ligações covalentes. 


faz em torno do eixo do dúplex na conformação particular sob 
consideração. Por convenção, T é positiva para voltas do dú- 
plex para a direita, de modo que, para B-DNA em solução, a 
torção é normalmente o número de pares de bases dividido 
por 10,5 (o número de pares de bases por volta da dupla-hélice 
do B-DNA sob condições fisiológicas; ver Seção 29.3Bc). 

3. W, o número de superenrolamento (também simboliza- 
do por Wr, de writhing nionber ) , é o número de voltas que o 



(-D 



(“D 


Superenrolamento 

negativo 


Relaxado 


Superenrolamento 

positivo 



(+ 1 ) 

(+ 1 ) 


(b) 



(- 1 ) 


Convenção de nó 



( + 1 ) 


I IGURA 29.17 Relações topológicas em um dúplex de DNA 
covalentemente fechado, (a) As moléculas de DNA estão re- 
presentadas por fitas circulares. O DNA sem tensão torcional é 
dito relaxado. Destorcimento ou retorcimento produz superen- 
rolamentos negativos (—1) ou positivos (+1). ( b ) Um superen- 
rolamento negativo possui um cruzamento em que uma rotação 
no sentido horário do segmento da frente de <180° alinha-o 
sobre o segmento de trás, enquanto um superenrolamento 
positivo apresenta uma rotação anti-horária correspondente. 
(De acordo com Deweese, J.E., Osheroff, M.A., e Osheroff, N., 
Biochem. Mol. Biol. Educ. 37,2 [2009].) 


eixo do dúplex faz em torno do eixo da super-hélice na con- 
formação de interesse. Seu valor pode ser facilmente deter- 
minado projetando-se o DNA sobre um plano e contando- 
-se o número de vezes que o eixo do dúplex cruza sobre si 
mesmo (Fig. 29.17). O número de superenrolamento é uma 
medida do superenrolamento do DNA. A diferença entre su- 
perenrolamento e torção é ilustrada pelo exemplo familiar 
da Fig. 29.18. W = 0 quando o eixo do dúplex de DNA é 
forçado a ficar em um plano (p. ex., Fig. 29.16); então, L = T, 
de modo que L pode ser avaliado a partir da contagem das 
voltas do dúplex de DNA. 

As duas conformações de DNA representadas à direita na 
Fig. 29.19 são topologicamente equivalentes; isto é, elas pos- 
suem o mesmo número de ligação, L, mas diferem em seus 
números de torções e de superenrolamento. Note que T e 
W não precisam ser números inteiros (pelo menos matema- 
ticamente), somente L. Apesar de, estritamente falando, a 
super-helicidade ser definida apenas para o dúplex de DNA 
circular covalentemente fechado, um segmento linear de 
DNA dúplex que é mecanicamente impedido de rotar em 



Pequeno número 
de superenrolamento, 
grande torção 

FIGURA 29.18 A diferença entre superenrolamento e torção 
como demonstrado por um fio de telefone enrolado. Aqui, o 
fio representa uma molécula de DNA de dupla-hélice. No seu 
estado relaxado (ã esquerda), o fio está em uma forma helicoi- 
dal que possui um elevado número de superenrolamento e uma 
pequena torção. A medida que ofioé puxado (centro), até que 
esteja quase reto (d direita ), o seu número de superenrolamento 
torna-se menor e a sua torção aumenta. 
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FIGURA 29.19 Duas maneiras de introduzir um 
superenrolamento em um DNA com 10 voltas no 
seu duplex. As duas formas circulares fechadas 
mostradas (d direita ) são equivalentes de forma 
topológica; isto é, elas são interconversíveis sem a 
quebra de qualquer ligação covalente. O número 
de ligação L, a torção T e o número de superenro- 
lamento W são indicados para cada forma. Estrita- 
mente falando, o número de ligação só é definido 
para um círculo covalentemente fechado. 





Desenrolamento 
de uma volta 


L = 10 
T= 10 
W= 0 


Fechamento do círculo 


Topologicamente 

equivalentes 


L = 9 
T= 10 
W= -1 


L = 9 
T = 10 
W = -1 


Fechamento 
do círculo 


ambas as extremidades (por âncoras de proteína, p. ex.) pos- 
sui propriedades topológicas idênticas. 

Como L é constante em um dúplex de DNA circular in- 
tacto, para cada nova torção da dupla-hélice, A T, deve ha- 
ver uma torção super-helicoidal igual e oposta, isto é, A W — 
- A T. Por exemplo, um DNA circular fechado sem superen- 
rolamentos (Fig. 29.19, acima à direita ) pode ser convertido 
em uma conformação negativamente superenrolada (Fig. 
29.18, embaixo à direita ) torcendo-se a hélice do dúplex o 
mesmo número de voltas positivas (para a direita) . 

a. Superenrolamentos podem ser toroidais ou Intertorcidos 

Um dúplex superenrolado pode assumir duas formas equiva- 
lentes de maneira topológica: 

1 , Uma hélice toroidal, na qual o eixo do dúplex é enrolado 
como se estivesse em torno de um cilindro (Fig. 29.20a). 

2. Uma hélice intertorcida, na qual o eixo do dúplex é tor- 
cido em tomo de si mesmo (Fig. 29.206). 

Note que essas duas formas super-helicoidais interconversí- 
veis possuem direções de enrolamento opostas. Como voltas 
toroidais para a esquerda podem ser convertidas em voltas 
do dúplex para a esquerda (p. ex., Fig. 29.19), voltas toroidais 
para a esquerda e voltas intertorcidas para a direita possuem 
ambas números de superenrolamento negativos. Assim, um 
dúplex destorcido ( T < número de pb/10,5), por exemplo, 
tenderá a desenvolver intertorção para a direita ou voltas 
super-helicoidais toroidais para a esquerda quando as forças 
que causam a sua destorção são removidas (as forças molecu- 
lares em uma dupla-hélice de DNA promovem o seu enrola- 
mento até o número normal de voltas da hélice). 

b. 0 DNA superenrolado é relaxado pelo corte de uma das fitas 
O DNA superenrolado pode ser convertido em círculos re- 
laxados (como aparece no painel mais à esquerda na Fig. 
29.15) pelo tratamento com a DNase I pancreática, uma en- 
donuclease (uma enzima que cliva ligações fosfodiéster no 
interior de uma cadeia polinucleotídica) que cliva somente 
uma das fitas de um dúplex de DNA. Um corte em uma úni- 
ca fita é suficiente para relaxar um DNA superenrolado. Isso 
ocorre porque a cadeia de açúcar-fosfato oposta ao corte fica 
livre para girar em torno das ligações de seu esqueleto (Fig. 
29.5), de modo a mudar o número de ligação da molécula 


e, assim, alterar a sua super-helicidade. O superenrolamento 
acumula tensão elástica em um círculo de DNA, de maneira 
muito similar ao que ele faz com um elástico de borracha. É 
por isso que o estado relaxado do DNA não é superenrolado. 

B. Medições de superenrolamento 

O DNA superenrolado, longe de ser apenas uma curiosida- 
de matemática, tem sido amplamente observado na nature- 
za. De fato, a sua descoberta no DNA de polioma vírus por 
Jerome Vinograd estimulou a elucidação das propriedades 
topológicas das super-hélices em vez do contrário. 

a. Agentes intercalantes controlam o superenrolamento 
destorcendo o DNA 

Todos os círculos de DNA que ocorrem naturalmente são 
destorcidos; isto é, seus números de ligação são menores do 



FIGURA 29.20 Superenrolamentos toroidal e intertorà- 

do. Um tubo de borracha que foi (a) enrolado toroidalmente 
em uma hélice orientada para a esquerda em torno de um cilin- 
dro, com as suas extremidades unidas, de modo a não apresen- 
tar qualquer salto de torção para (b) uma hélice intertorcida, 
com a direção de torção oposta, quando o cilindro é removido. 
O número de ligação, a torção e o número de superenrolamen- 
to não são alterados nessa transformação. 
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Velocidade de 
sedimentação 
do DNA 


Concentração de brometo de etídeo 


FIGURA 29.21 Taxa de sedimentação de DNA de fita dupla circular fechado destorcido em função da concentração de brometo 
de etídeo. A intercalação de etídeo entre os pares de bases destorce localmente a dupla-hélice (Fig. 29.22), o que, como o número 
de ligação do círculo é constante, é acompanhado por um aumento equivalente no número de superenrolamento. A medida que 
a super-hélice enrolada negativamente é destorcida, ela toma-se menos compacta e, por isso, sedimenta de forma mais lenta. No 
ponto baixo da curva, os círculos de DNA têm suficiente etídeo ligado a eles para tomarem-se completamente relaxados. A me- 
dida que a concentração de etídeo é aumentada ainda mais, o DNA superenrola-se na direção oposta, gerando uma super-hélice 
positivamente enrolada. As aparências supertorcidas dos DNAs representados foram verificadas por microscopia eletrônica. (Con- 
forme Bauer, W.R., Crick, F.H.C., e White, J.H., Sei Am. 243[1], 129 [1980]. Copyright © 1981 de Scientific American, Inc.) 


que aqueles dos círculos relaxados correspondentes. Esse 
fenômeno foi estabelecido a partir da observação do efeito 
da ligação do íon etídeo na taxa de sedimentação do DNA 
circular (Fig. 29.21). Agentes intercalantes como o etídeo 
(um cátion aromático planar; Seção 6.6Ca) alteram o grau 
de super-helicidade do DNA circular por fazerem com que a 


dupla-hélice do DNA se destorça ( desenrole) —26° no sítio 
da molécula intercalada (Fig. 29.22). W < 0 em um círculo 
destorcido livre, devido à tendência que um dúplex de DNA 
tem de manter a sua torção normal, de uma volta por 10,5 
pb. A titulação de um círculo de DNA com etídeo destorce 
o dúplex (diminui T ), o que deve ser acompanhado por um 



FIGURA 29.22 Estrutura por raios X de um 
complexo de etídeo com 5-iodo-UpA. O etídeo 
(em vermelho ) intercala-se entre os pares de 
bases (em verde, com o I em roxo ) do fosfato de 
dinucleosídeo pareado em dupla-hélice, consti- 
tuindo, portanto, um modelo para a ligação do 
etídeo ao dúplex de DNA. (Conforme Tsai, C.- 
C., Jain, S. C., e Sobell, H. M., Proc. Natl. Acad. 
Sei. 72, 629 (1975).) 






1162 Donald Voet / Judith G. Voet 


aumento compensatório em W. Inicialmente, isso diminui 
a super-helicidade de um círculo destorcido. Porém, à me- 
dida que mais e mais etídeo se liga ao círculo, o seu valor 
de W passa de zero (círculos relaxados) e se torna positivo, 
de modo que o círculo se torna super-helicoidal novamente. 
Assim, a taxa de sedimentação de DNAs destorcidos, que é 
uma medida da sua compactação e, portanto, de sua super- 
-helicidade, passa por um mínimo à medida que a concentra- 
ção de etídeo aumenta. Isso é o que se observa nos DNAs 
nativos (Fig. 29.21). A taxa de sedimentação de um círculo 
retorcido, ao contrário, somente aumentaria com a elevação 
da concentração de etídeo. 

b. Os DNAs são separados de acordo com seus números de 
ligação por eletroforese em gel 

A eletroforese em gel (Seções 6.4 e 6.6C) também separa 
moléculas similares com base em seus graus de compac- 
tação, de modo que a taxa de migração de um duplex de 
DNA circular aumenta com o seu grau de superenrola- 
mento. O padrão de eletroforese em gel de agarose de uma 
população de moléculas de DNA quimicamente idênticas, 
mas com números de ligação diferentes, consiste, portan- 
to, de uma série de bandas discretas (Fig. 29.23). Todas as 
moléculas de uma determinada banda possuem o mesmo 
número de ligação e diferem daquelas de bandas adjacen- 
tes por AL ± í. 

A comparação dos padrões eletroforéticos de bandas de 
DNA do vírus de símios 40 (SV40, de simian virus 40) que 
foi relaxado enzimaticamente em diferentes graus e depois 
liberado (Fig. 29.23) revela que 26 bandas separam o DNA 
de SV40 nativo da sua forma totalmente relaxada. O DNA 
nativo de SV40 tem, portanto, W = -26 (embora ele seja 
um tanto heterogêneo nessa quantidade). Como o DNA de 
SV40 consiste em 5.243 pb, ele possui uma volta super-heli- 
coidal negativa por —19 voltas do duplex. Essa densidade de 
super-helicidade { W/T) é típica de DNAs circulares de diver- 
sas fontes biológicas. 

c. O DNA em solução fisiológica tem 10,5 pares de bases por 
volta 

A inserção, utilizando técnicas de engenharia genética 
(Seção 5.5C), de x pares de bases adicionais em um DNA 
super-heÜcoidal com um determinado número de ligação au- 
mentará a torção do DNA e, consequentemente, diminuirá 
o seu número de superenrolamento por x/h°, em que h° é o 
número de pares de bases por volta do dúplex. Essa inserção 
desloca a posição de cada banda no padrão de eletroforese 
em gel do DNA por x/h° do espaçamento entre as bandas. 
Medindo-se os efeitos de várias dessas inserções, James 
Wang estabeleceu que h° — 10,5 ± 0,1 pb para o B-DNA em 
solução sob condições fisiológicas. 

C. Topoisomerases 

O funcionamento biológico normal do DNA ocorre somen- 
te se ele estiver no estado topológico adequado. Em pro- 
cessos biológicos básicos como a transcrição de RNA e a 
replicação de DNA, o reconhecimento de uma sequência 
de bases exige a separação local de fitas polinucleotídicas 
complementares. O superenrolamento negativo de DNAs 
de ocorrência natural resulta em uma tensão de torção que 
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FIGURA 29.23 Padrão do DNA de SV40 em eletroforese em 
gel de agarose. A canaleta 1 contém o DNA nativo superen- 
rolado negativamente ( banda inferior ; o DNA foi aplicado no 
topo do gel). Nas canaletas 2 e 3, o DNA foi exposto por 5 e 
30 minutos, respectivamente, a uma enzima, conhecida como 
topoisomerase do tipo IA (Seção 29.3 Cb), que relaxa superen- 
rolamentos negativos, um de cada vez, aumentando o número 
de ligação do DNA (L). Os DNAs de bandas consecutivamente 
mais altas em um dado gel possuem números de ligação suces- 
sivamente maiores (AL = +1). (Conforme Keller, W., Proc. 
Natl. Acad. Sei. 72, 2553 [1975].) 

promove essas separações, pois ele tende a desenrolar a 
dupla-hélice (um aumento de T deve ser acompanhado por 
um decréscimo de W). Se o DNA não possui a tensão super- 
”, helicoidal adequada, os processos vitais acima mencionados 
(eles próprios são capazes de superenrolar o DNA; Seções 
30.2C e 31.2Ca) ocorrem deforma muito lenta ou até mesmo 
deixam de ocorrer. 

O superenrolamento do DNA é controlado por um notá- 
vel grupo de enzimas conhecidas como DNA- topoisomerases 
(ou simplesmente topoisomerases). Elas são assim denomina- 
das porque alteram o estado topológico (número de ligação) 
do DNA circular, mas não a sua estrutura covalente. Existem 
duas classes de topoisomerases: 

1. As topoisomerases do tipo I, a primeira das quais foi 
descoberta por James Wang em 1971, atuam criando que- 
bras de fita simples transitórias no DNA. As enzimas do tipo 
I são subclassificadas em topoisomerases dos tipos IA, IB e 
IC, com base em suas sequências de aminoácidos e mecanis- 
mos de reação (ver a seguir). Topoisomerases do tipo I são 
indicadas por algarismos romanos ímpares (p. ex., topoiso- 
merases I, III, etc.). 
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2. As topoisomerases do tipo n, a primeira das quais foi 
descoberta por Martin Gellert em 1976, atuam fazendo que- 
bras transitórias de fita dupla no DNA, acompanhadas da 
hidrólise de ATP em ADP + P f . Enzimas do tipo II são sub- 
classificadas em topoisomerases dos tipos IIA e IIB com base 
em suas sequências de aminoácidos. Topoisomerases do tipo 
II são indicadas por algarismos romanos pares (p. ex, , topoi- 
somerases II, IV, etc.). 

a. As topoisomerases do tipo I relaxam progressívamente o 
DNA superenrolado 

As topoisomerases do tipo I catalisam o relaxamento de supe- 
renrolamentos no DNA, mudando o número de ligação em 
incrementos de uma volta até que o superenrolamento seja 
completamente relaxado. Na maioria dos organismos, en- 
zimas do tipo IA, que estão presentes em todas as células, 
relaxam somente o DNA superenrolado negativamente, en- 
quanto as enzimas do tipo IB, que estão presentes em todos 
os eucariotos e em muitos procariotos (mas não em E. coli ), 
relaxam DNA enrolado tanto negativa como positivamente. 
Entretanto, muitos hipertermófilos, tanto eubactérias como 
arqueias, possuem uma topoisomerase do tipo IA conhecida 
como girase reversa, que induz superenrolamento positivo 
no DNA através da ação movida por ATP de um domínio 
de helicase que está fusionado ao N-terminal do domínio de 


topoisomerase (helicases são discutidas na Seção 30.2C). Isso 
sugere que o superenrolamento positivo, que aperta a dupla- 
-hélice do DNA, protege o DNA da desnaturação térmica. 
Embora as topoisomerases dos tipos IA e IB sejam todas 
enzimas monoméricas, de —100 kDa, elas aparentemente 
não compartilham semelhanças de sequência ou estrutura e, 
como será visto, funcionam por meio de diferentes mecanis- 
mos enzimáticos. 

Uma indicação do mecanismo de ação da topoisomerase 
do tipo IA foi dada pela observação de que ela concatena 
(interliga) de forma reversível círculos de fita simples (Fig. 
29.24a). Aparentemente, a enzima opera cortando uma fita 
simples, passando uma alça de fita simples através da lacu- 
na resultante e depois selando novamente a quebra (Fig. 
29.24b), torcendo assim o DNA de fita dupla helicoidal uma 
vez. Em suporte desse mecanismo de passagem de fita está o 
fato de que a desnaturação de uma enzima do tipo IA que foi 
incubada com DNA circular de fita simples libera um DNA 
linear que possui o seu grupo fosforil da extremidade 5' liga- 
do à enzima por meio de uma ligação fosfoTyr-diéster. 

Topoisomerase do tipo IA 

CH 2 

Tyr 




Duplex de DNA 
(n voltas) 


Duplex de DNA 
(o-l voltas) 


FIGURA 29.24 Ação de topoisomerase do tipo IA. Ao cortar 
um DNA de fita simples, passar uma alça de uma segunda fita 
através da quebra e depois selar novamente o corte, uma topoi- 
somerase do tipo IA pode (a) concatenar dois círculos de fita 
simples ou (b) desenrolar uma volta de um dúplex de DNA. 
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Uma enzima do tipo IB, por sua vez, ao ser desnaturada 
aparece ligada à extremidade 3' do DNA, por meio de 
uma ligação fosfoTyr. Graças à formação destes interme- 
diários enzima-DNA covalentes, a energia livre da ligação 
fosfodiéster clivada é preservada, de modo que não é ne- 
cessário qualquer aporte de energia para que o corte seja 
novamente selado . 


b. Topoisomerases do tipo IA funcionam via um mecanismo 
de passagem de fita 

Células de E. coli contêm duas topoisomerases do tipo IA, 
chamadas de topoisomerase I (também chamada proteína <o 
e topoisomerase m. A Tyr 328 da topoisomerase III é o re- 
síduo do sítio ativo que forma uma ligação 5' -fosfoTyr com 
o DNA clivado. A estrutura por raios X do mutante inativo 
Y328F da topoisomerase III em complexo com o octanucle- 
otídeo de fita simples d(CGCAACTT), determinada por 
Alfonso Mondragón (Fig. 29.25), revela que esse monômero 
de 659 resíduos dobra-se em quatro domínios que englobam 
um orifício de —20 por 28 Á, grande o suficiente para conter 
um dúplex de DNA e revestido por numerosas cadeias late- 
rais de Arg e Lys. O octanucleotídeo liga-se a uma fenda que 
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FIGURA 29.25 Estrutura por raios X do mutante Y328F da topoisomerase III de E. coli , uma topoisomerase do tipo IA, em 
complexo com o octanudeotídeo de fita simples d(CGCAACTT). As duas vistas mostradas estão relacionadas por uma rotação 
de 90 u em torno de um eixo vertical. Os quatro domínios da proteína estão representados em cores diferentes. O D NA está repre- 
sentado na forma de volume atômico, com C em branco, N em azul, O em vermelho e P em amarelo. O sítio ativo da enzima está 
marcado pela cadeia lateral da Phe 328, que é mostrada na forma de volume atômico, em verde-claro. (Com base em uma estrutura 
por raios X de Alfonso Mondragón, Northwestern University, EUA. PDBid 1I7D.) 



FIGURA 29.26 Mecanismo proposto para a reação de passagem de fita catalisada pelas topoisomerases do tipo IA. A enzima é 
mostrada em azul, com a região em amarelo representando a fenda de ligação para DNA de fita simples (ss, de single stranded). As 
duas fitas do DNA, representadas em vermelho e verde, poderiam corresponder às duas fitas de um dúplex circular covalentemen- 
te fechado ou a dois círculos de ss. (1) A proteína reconhece uma região de ss do DNA, aqui a fita vermelha, e liga-se a ela por sua 
fenda de ligação. Segue-se a esse evento ou ocorre simultaneamente com ele a abertura de uma lacuna entre os domínios I e III. (2) 
O DNA é clivado, com a nova extremidade 5 ' recém-formada ligando-se de forma covalente à Tyr do sítio ativo e o segmento com 
a extremidade 3 ' recém-formada permanecendo firmemente, mas não covalentemente, ligado à fenda de ligação. (3) A fita intacta 
(em verde ) é passada através da abertura ou portão formado pela fita clivada (em vermelho), para entrar no orifício central da pro- 
teína. ( 4 ) A fita intacta é capturada pelo fechamento parcial da lacuna entre os domínios I e III. (5) As duas extremidades clivadas 
da fita vermelha são unidas, no que é, provavelmente, uma reversão da reação de clivagem. (6) A lacuna entre os domínios I e III 
é reaberta para permitir o escape da fita verde, liberando o produto da reação, no qual a fita verde foi passada através de uma que- 
bra transitória na fita vermelha. (7) A enzima retorna ao seu estado inicial. Se as duas fitas formam um dúplex de DNA superenro- 
lado negativamente, o seu número de ligação, L , foi aumentado em 1; se elas são círculos de ss separados, elas foram concatenadas 
ou desencadeadas. Para um dúplex de DNA, esse processo pode ser repetido até que todos os seus superenrolamentos tenham sido 
removidos (W = 0). (Conforme desenho de Alfonso Mondragón, Northwestern University, EUA.) 
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é também revestida com cadeias laterais de Arg e Lys, com o 
seu esqueleto de açúcar-fosfato em contato com a proteína e 
com a maioria das suas bases exposta para possibilitar o pa- 
reamento. Curiosamente, esse DNA de fita simples assume 
uma conformação similar à do B-DNA, apesar de sua fita 
complementar ser estericamente excluída da fenda. A fita de 
DNA é orientada com a sua extremidade 3' próxima do sítio 
ativo, onde, se a Phe 328 mutante fosse a Tyr de tipo selva- 
gem, a cadeia lateral estaria posicionada de forma adequada 
para atacar nucleofilicamente o grupo fosfato que une Có a 
T7 no DNA, para formar uma ligação 5'-fosfoTyr com T7 e 
liberar C6 com um 3'-OH livre. Essa estrutura e aquela da 
topoisomerase I de E. coli, homóloga e estruturalmente si- 
milar, sugerem o mecanismo de reação para passagem de fita 
catalisada por topoisomerases do tipo IA, que está represen- 
tado na Fig. 29.26. 

c. Topoisomerases do tipo IB funcionam por meio de um 
mecanismo de rotação controlada 
A topoisomerase I humana é uma topoisomerase do tipo IB 
com 765 resíduos (e, portanto, não relacionada à topoisome- 
rase I de E. coli). Ela faz a mediação da clivagem transitó- 
ria de uma das fitas do dúplex de DNA, por meio do ataque 
nucleofílico da Tyr 723 sobre um átomo de P do DNA, para 
gerar uma extremidade 3 ' fixada por uma ligação fosfoTyr- 
-diéster e um grupo 5'-OH livre no nucleotídeo adjacente. 
Estudos de proteólise limitada revelaram que a topoisome- 
rase I consiste em quatro regiões principais: os seus domí- 
nios N-terminal, central, de ligação e C- terminal. O domínio 
N-terminal, de ~210 resíduos e altamente polar, o qual é 
pouco conservado, contém vários sinais de localização nu- 
clear e é dispensável para a atividade enzimática. 

A estrutura por raios X do mutante cataliticamente 
inativo Y723F da topoisomerase I, sem seus 214 resíduos 
N-terminais e em complexo com um dúplex de DNA palín- 
dromo de 22 pb, foi determinada por Wim Hol (Fig. 29.27). 
O domínio central dessa proteína bilobada envolve o DNA, 
envolvendo-o fortemente. Se a Phe 723 mutante fosse a Tyr 


do tipo selvagem, o seu grupo OH estaria em uma posição 
colinear em relação à ligação P-05' passível de clivagem e, 
portanto, posicionada idealmente para o ataque nucleofíli- 
co ao átomo de P, de modo a formar uma ligação covalente 
com a extremidade 3' da fita clivada. Como esperado, a pro- 
teína interage com o DNA essencialmente em uma maneira 
independente da sequência: dos 41 contatos diretos que a 
proteína estabelece com o DNA, 37 são interações proteína- 
-fosfato e somente um é base-específico. A proteína interage 
muito mais extensivamente com os cinco pb do segmento a 
montante do DNA (que conteria a extremidade 5' recém- 
-formada da fita clivada; 29 dos 41 contatos) do que o faz 
com os pares de bases do segmento a jusante do DNA (ao 
qual a Tyr 723 estaria ligada de forma covalente; 12 dos 41 
contatos). 

A topoisomerase I não parece estericamente capaz de 
destorcer DNA superenrolado pelo mecanismo de passa- 
gem de fita que as topoisomerases do tipo IA parecem seguir 
(Fig. 29.26). Em vez disso, é provável que a topoisomerase I, 
como representado na Fig. 29.28, relaxe superenrolamentos 
de DNA por permitir que o segmento a j usante do dúplex 
de DNA clivado, frouxamente sustentado, gire em relação 
ao segmento a montante, firmemente fixado. Essa rotação 
somente pode ocorrer em torno das ligações açúcar-fosfato 
da fita não clivada (a, p, y, e e £ na Fig. 29.5) que estão opos- 
tas ao sítio de clivagem, pois a clivagem deixa essas ligações 
livres para girarem. Outro aspecto que corrobora esse meca- 
nismo é o fato da região da proteína em torno do segmento 
a jusante conter 16 resíduos conservados positivamente car- 
regados formando um anel ao redor desse dúplex de DNA, 
que presumivelmente manteria o DNA no seu interior, mas 
sem qualquer restrição de orientação. Apesar disso, é im- 
provável que o segmento a jusante gire livremente, porque a 
cavidade que o contém apresenta uma forma que determina 
que ela interaja com o segmento durante alguns trechos da 
sua rotação. Consequentemente, diz-se que as topoisomera- 
ses do tipo IB fazem a mediação de um mecanismo de rota- 
ção controlada para o relaxamento de DNA superenrolado. 
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FIGURA 29.27 Estrutura por raios X do mutante Y723F da topoisomerase I humana, truncada na extremidade N-terminal, em 
complexo com um dúplex de DNA de 22 pb. Os vários domínios e subdomínios da proteína estão representados por diferentes 
cores. A fita não clivada do DNA está em ciano e as porções a montante e a jusante da fita clivada estão em púrpura e cor-de-rosa, 
respectivamente. (Cortesia de Wim Hol, University of Washington, EUA. PDBid 1A36.) 
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FIGURA 29.28 Mecanismo de rotação contro- 
lada das topoisomerases do tipo IB. Um DNA 

altamente superenrolado negativamente (em ver- 
melho, com uma torção para a direita ) é conver- 
tido, por meio dos estágios de (a) a (g), em uma 
forma menos supertordda (em verde). A topoi- 
somerase I está representada como uma estrutu- 
ra de volume atômico bilobada, na qual o lobo 
ciano é formado pelos subdomínios centrais I e 
II (Fig. 29.27) e o lobo púrpura é formado pelo 
subdommio central III, o domínio de ligação e o 
domínio C-terminal. A estrutura apresentada em 
(d), que está ampliada por um fator de 2, mostra 
a porção a jusante do DNA em rotação (aquela 
contendo a nova extremidade 5' da fita cliva- 
da) em intervalos de 30 ü , todos com colorações 
distintas. Como a enzima não está sempre em 
contato direto com o DNA em rotação, peque- 
nos movimentos oscilantes da proteína (peque- 
nas setas curvas) podem acompanhar a rotação 
controlada. (Cortesia de Wim Hol, University of 
Washington, EUA.) 
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Esse desenrolamento é movido pela tensão super-helicoidal 
do DNA e, portanto, não requer qualquer outro aporte de 
energia. O DNA acaba sendo religado por uma reversão da 
reação de clivagem e o DNA, agora menos superenrolado, é 
liberado. 

A topoisomerase do tipo IC, cujo único membro da famí- 
lia conhecido, a topoisomerase V, ocorre exclusivamente em 
arqueas, assemelha-se a topoisomerases do tipo IB (que não 
ocorrem em archaea) na medida em que forma intermediá- 
rios 3'-fosfoTyr e parece funcionar através de um mecanismo 
de rotação controlada. No entanto, ela não possui qualquer 
semelhança de sequência ou estrutural com as topoisomera- 
ses do tipo IB. 

d. As topoisomerases do tipo II funcionam por um 
mecanismo de passagem de fita 
As bactérias possuem dois tipos de topoisomerases do tipo 
II A: a DNA girase (ou simplesmente girase) e a topoiso- 
merase IV, ambas as quais são heterotetrâmeros A ? B,. 
Topoisomerases do tipo IIA eucarióticas, as quais são cha- 
madas topoisomerase n, são homólogas às topoisomerases 
do tipo IIA bacterianas, mas com as suas subunidades A e 


B fusionadas, sendo, portanto, homodímeros. A família de 
topoisomerases do tipo IIB tem apenas um membro, a to- 
poisomerase VI, um heterotetrâmero A 2 B 2 que ocorre prin- 
cipalmente em archaea (embora algumas arqueobactérias 
expressem tanto topoisomerases do tipo IIA como IIB). A 
subunidade A das topoisomerases dos tipos IIA e IIB com- 
partilham um módulo ATPase comum, mas suas subunida- 
des B não são relacionadas. 

A girase é única entre as topoisomerases na medida em 
que gera super enrolamentos negativos no DNA. Todas as ou- 
tras topoisomerases, com exceção da girase reversa, apenas 
relaxam superenrolamentos (o superenrolamento de DNA 
em eucariotos é gerado de forma diferente daquele em pro- 
cariotos; Seção 34.1Ba). As subunidades A e B da girase são 
denominadas GyrA e GyrB. 

As topoisomerases do tipo II também são capazes de con- 
catenar e desencadear círculos de fita dupla, bem como de 
atar e desatar nós nesses mesmos círculos. A importância des- 
sa função pode ser vista como segue. Os —6,1 bilhões de pares 
de bases do DNA em uma célula humana diploide têm um 
comprimento total de — 2 m, e estão confinados a um núcleo 
que tem de 5 a 10 p,m em diâmetro. Imagine que o DNA de 
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™20 À de largura foi expandindo por um fator de 5 milhões 
para a largura de uma corda de 1 cm de diâmetro. Ele teria en- 
tão “10.000 km de comprimento (a distância de São Francisco 
a Roma) e confinado a um núcleo expandido que teria de 25 a 
50 m de diâmetro. Então imagine tentar manipular as cordas 
nesse sistema sem gerar emaranhados ou nós. Contudo, tais 
dificuldades ocorrem normalmente nas células durante a re- 
plicação, reparo e recombinação do DNA (Capítulo 30), bem 
como na segregação dos cromossomos-filhos nas células em 
divisão (Seção 1.4B). As topoisomerases do tipo II têm a fun- 
ção de desemaranhar o DNA durante esses processos. 

As topoisomerases do tipo II A bacterianas, mas não as 
eucarióticas, são inibidas por várias substâncias, inclusive a 
novobiodna, um membro da família de antibióticos da cuma- 
rina, derivados de Streptomyces, e ciprofloxacina (nome co- 
mercial Cipro), um membro da família de antibióticos da 
quinolona, gerados sinteticamente (os grupos cumarina e 
quinolona estão representados em vermelho): 




O 


h 2 n 


Novobiocina 



Ciprofloxacina 

Esses agentes inibem profundamente a replicação do 
DNA e a transcrição do RNA em bactérias, demonstrando, 


assim, a importância do superenrolamento adequado do 
DNA nesses processos. Estudos utilizando linhagens de E. 
coli com girases mutantes, resistentes a essas substâncias, de- 
monstraram que a ciprofloxacina associa-se com a GyrA e a 
novobiocina liga-se à GyrB . 

O padrão de eletroforese em gel de círculos duplex que 
foram expostos à girase mostra um padrão de bandas no 
qual os números de ligação diferem por incrementos de 2 
em vez de 1 , como ocorre com as topoisomerases do tipo I. 
Evidentemente, a girase atua clivando ambas as fitas de um 
dúplex, passando o dúplex por meio da quebra e selando-a 
novamente (Fig. 29.29). Essa hipótese é corroborada pela ob- 
servação de que, quando a girase é incubada com DNA e ci- 
profloxacina, e subsequentemente desnaturada com cloreto 
de guanidina, a subunidade GyrA permanece covalentemen- 
te ligada à extremidade 5' de cada uma das duas fitas clivadas 
por meio de ligações fosfoTyr. Esses sítios de clivagem estão 
desalinhados por 4 pb, gerando, portanto, extremidades co- 
esivas. 

A topoisomerase II de Saccharomyces cerevisiae (leve- 
dura do fermento de pão) é um homodímero de subunidades 
de 1.428 resíduos, cujos segmentos N e C-terminal são ho- 
mólogos às subunidades GyrB (804 resíduos) e GyrA (878 
resíduos) de E. coli, respectivamente. O domínio de quebra/ 
reunião, que compreende os resíduos 410 a 1.202, pode, por 
si só, clivar o dúplex de DNA, mas é incapaz de transportá- 
-lo através da quebra sem a ação do domínio de ATPase da 
enzima (resíduos 1-409). No entanto, o segmento C-terminal 
(resíduos 1.203-1.428), que é pobremente conservado, pare- 
ce ser dispensável. 

Embora a estrutura de uma topoisomerase do tipo IIA 
completa seja ainda desconhecida, aquelas dos seus domínios 
ATPase e de quebra/reunião, tanto da girase de E. coli, como 
da topoisomerase II de levedura, foram determinadas. A es- 
trutura por raios X da ATPase da topoisomerase II homodi- 
mérica em complexo com o análogo de ATP não hidrolisável, 
AMPPNP, determinada por James Berger, consiste em dois 
domínios (Fig. 29.30a). O domínio N-terminal liga AMPPNP 
e os domínios C-terminal formam as paredes de um grande 
orifício através do dímero, que na estrutura por raios X da 
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FIGURA 29.29 Uma demonstração, na qual o DNA está representado por uma faixa, de que o corte de um círculo duplo, a 
passagem da dupla-hélice através da abertura resultante e a posterior selagem da quebra, altera o número de ligação por 2. A 
separação das fitas simples resultantes (abrindo-se a faixa em duas ao longo da sua extensão; à direita) indica que uma das fitas 
simples faz duas revoluções completas em tomo da outra. 
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FIGURA 29.30 Estruturas por raios X da topoisomerase II de S. cerevi - 
siae. (a) Estrutura de um homodímero do domínio ATPase N-terminal 
(resíduos 7^06) em complexo com AMPPNP, como visualizada com o 
seu eixo vertical duplo. A proteína está representada na forma de fita, 
com uma subunidade em cinza e a outra colorida na ordem do arco-íris, 
do seu N-terminal (em azul ) para o seu C-terminal (em vermelho). As mo- 
léculas de AMPPNP ligadas são mostradas na forma de volume atômico, 
com C em verde, N em azul, O em vermelho e P em cor de laranja. ( b ) Es- 
trutura de um homodímero do domínio de quebra/reunião de DNA (re- 
síduos 419-1.177) em complexo com um DNA de 34 pb duplamente cor- 
tado. A estrutura é visualizada com seu eixo vertical duplo. O DNA, que 
descreve um arco de 150°, está representado na forma de bastões, com C 
em verde, N em azul, O em vermelho e P em cor de laranja, incorporado 
na sua superfície molecular semitransparente (em cor de laranja). A pro- 
teína está representada na forma de fitas, com uma subunidade em cinza 
e a outra colorida na ordem do arco-íris, do seu N-terminal (em azul ) para 
o seu C-terminal (em vermelho). As cadeias laterais dos dois resíduos Tyr 
(Y782) do sítio ativo são mostradas na forma de volume atômico, com 
C em magenta e O em vermelho. Os polipeptídeos nas Partes aeb, os 
quais na proteína intacta estão unidos por uma ligação (um linker) de 11 
resíduos (representada pela linha pontilhada), presumivelmente compar- 
tilham o mesmo eixo duplo, como representado, embora sua orientação 
relativa em tomo desse eixo seja desconhecida, (c) O mesmo que a Parte 
b, mas visualizado de baixo. Note que os átomos de O da cadeia lateral 
de Y782 estão posicionados para ligar a fitas de DNA opostas, em sítios 
separados por 4 pares de bases. (Com base nas estruturas por raios X de 
James Berger, University of Califórnia at Berkeley, EUA. PDBids 1PVG 
e 2RGR.) $ò Ver Exercício interativo 32 



estruturalmente similar GyrB de E. coli, é de 20 À transver- 
salmente, a mesma largura da dupla-hélice do B-DNA. 

Berger também determinou a estrutura por raios X do 
domínio de quebra/reunião da topoisomerase de levedura 
em complexo com um DNA de 15 pb que tem 4 nucleotí- 
deos livres autocomplementares na extremidade 5' de uma 
de suas fitas. O DNA forma, portanto, um duplex de 34 pb 
duplamente simétrico com cortes nas fitas opostas separa- 
dos por 4 pb (Fig. 29.30b, c). Estes são precisamente os sí- 
tios em que a enzima clivaria um DNA intacto, ligando as 
suas extremidades 5' recém-formadas ao resíduo Tyr 782 
do sítio ativo. A proteína liga o DNA em uma fenda car- 
regada positivamente que abrange a largura do dímero e, 


ao fazê-lo, dobra o DNA através de um arco de 150° (será 
visto nos próximos capítulos que proteínas que se ligam ao 
DNA frequentemente deformam o DNA a elas ligado, em- 
bora uma deformação extrema como essa seja incomum). 
Curiosamente, o DNA entre os dois sítios de clivagem está 
essencialmente na forma A. Quase não existem contatos di- 
retos entre a proteína e as bases do DNA, como é esperado 
para uma proteína com baixa especificidade de sequência. 
Note também que as porções C-terminal da proteína se jun- 
tam para delimitar um grande espaço vazio localizado cen- 
tralmente. 

A análise das duas estruturas anteriores e aquelas das 
porções correspondentes da girase de E. coli sugere um mo- 
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delo do tipo passagem de fita para o mecanismo das topoiso- 
merases do tipo IIA (Fig. 29.31), no qual o dúplex de DNA a 
ser clivado, o chamado segmento G (G de gate - portão), li- 
ga-se à fenda que atravessa o topo do domínio clivagem/reu- 
nião, descrito anteriormente. A ligação do ATP ao domínio 
de ligação de ATP induz, então, uma sequência de mudanças 
conformacionais, nas quais o segmento G é clivado e os dois 
fragmentos resultantes são separados um do outro por pelo 
menos 20 Á, pela ação da proteína. Isso permite a passagem 
do chamado segmento T do DNA (T de transportado), atra- 
vés da quebra no DNA e do portão superior do domínio de 
quebra/reunião (que pode conter também porções do domí- 
nio ATPase) para dentro do seu orifício central, incremen- 
tando, assim, o número de ligação do DNA em 2 unidades. 
Depois, em um processo que é acompanhado pela hidróli- 
se de ATP, o portão superior fecha para selar novamente o 
DNA clivado, e o segmento T passa pelo portão inferior do 
domínio de quebra/reunião. Finalmente, o ADP e o P ; resul- 
tantes são Überados e o portão inferior fecha para formar a 
enzima reciclada. Muitos destes estados enzimáticos foram 
observados em várias estruturas por raios X conhecidas de 
componentes da topoisomerase do tipo IIA. 

e. Inibidores de topoisomerases são eficientes antibióticos e 
agentes quimioterápicos para o câncer 
Derivados da cumarina, como a novobiocina, e derivados 
da quinolona, como a ciprofloxacina, inibem especificamen- 
te a girase e são, portanto, antibióticos. De fato, a ciproflo- 
xacina é o mais eficiente antibiótico oral atualmente em uso 
clínico contra bactérias gram-negativas (os efeitos adversos 
da novobiocina e a rápida geração de resistência bacteriana 
a ela resultaram na interrupção do seu uso no tratamento de 
infecções humanas). Várias substâncias, incluindo a doxor- 
rubicina (também chamada de adriamicina; um produto de 
Streptomyces peucetius ) e o etoposide (um derivado sintético), 



Doxorrubicina (Adriamicina) 


H 
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C 

ATPase 


D Segmento G 
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FIGURA 29.31 Modelo para o mecanismo enzi- 
mático das topoisomerases do tipo n. O domínio 
ATP da proteína e as porções superior e inferior 
do domínio de quebra/reunião estão coloridos em 
amarelo, vermelho e púrpura, respectivamente. 

Os segmentos G e T do DNA estão coloridos em 
cinza e verde, respectivamente. Em 1, o segmento 
G se liga à enzima, induzindo, assim, a mudança 
conformational representada em 2. A ligação 
do ATP (representado pelos asteriscos) e um 
segmento T (3) induz uma série de alterações con- 
formacionais, nas quais o segmento G é clivado à 
medida que o portão superior se abre. Os domí- 
nios ATPase dimerizam e o segmento T é trans- 
portado através da quebra para dentro do orifício 
central (4). O passo de transporte do DNA é mos- 
trado como se ocorresse através do intermediário 
hipotético entre colchetes. Os segmentos G são 
então novamente selados e o segmento T é libe- 
rado através do portão inferior (5). Esse portão 
então se fecha à medida que o ATP é hidrolisado 
e os ADP e P ( resultantes são liberados para gerar 
a enzima em seu estado inicial (2). (Cortesia de 
James Wang, Harvard University, EUA.) 
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inibem topoisomerases do tipo II A eucarióticas e são, por 
isso, amplamente utilizadas na quimioterapia de câncer. De 
fato, —50% dos regimes de quimioterapia de câncer contém 
pelo menos um fármaco direcionado às topoisomerases do 
tipo IIA. 

Inibidores de topoisomerases do tipo IIA podem agir de 
duas maneiras. Muitos deles, inclusive a novobiocina, inibem 
a atividade de ATPase da sua enzima-alvo (a novobiocina é 
um inibidor competitivo do ATP, porque se liga fortemente à 
GyrB, de uma maneira que impede a ligação do anel de ade- 
nina do ATP). Eles, portanto, matam as células por bloquea- 
rem a atividade de topoisomerase, o que resulta na interrup- 
ção da replicação do DNA e da transcrição do RNA. Outras 
substâncias, contudo, incluindo a ciprofloxacina, a doxorrubi- 
cina e o etoposide, aumentam a taxa na qual as topoisomera- 
ses do tipo IIA, que são seus alvos, clivam DNA de fita dupla 
e/ou reduzem a taxa na qual essas enzimas selam novamente 
as quebras. Consequentemente, esses agentes induzem que- 
bras transitórias, mediadas pela interação com a proteína, em 
níveis mais elevados do que o normal no DNA das células 
tratadas. Essas interações com a proteína são facilmente rom- 
pidas pela passagem da maquinaria de replicação e transcri- 
ção, tornando as quebras permanentes. Embora todas as cé- 
lulas possuam elaborados sistemas enzimáticos para reparar 


o DNA danificado (Seção 30.5), um nível suficientemente 
elevado de danos no DNA supera esses sistemas e, portanto, 
resulta em morte celular. Uma vez que células que estão se 
replicando rapidamente, como células cancerosas, possuem 
níveis elevados de topoisomerases do tipo IIA, elas têm uma 
probabilidade muito maior do que células de multiplicação 
lenta ou quiescentes de sofrerem danos letais no DNA devido 
ao envenenamento dessas enzimas. 

Topoisomerases do tipo IB são especificamente inibidas 
pelo alcaloide quinolínico campfotedna 

O 



Camptotecina 


(um produto da árvore ornamental chinesa Camptotheca 
acuminata ) e seus derivados, que atuam estabilizando o com- 
plexo covalente topoisomerase I-DNA. Esses compostos, os 
únicos inibidores da topoisomerase IB de ocorrência natural 
conhecidos, são potentes agentes anticâncer. 


RESUMO DO CAPÍTULO 


1 Estruturas helicoidais dupias O 3 -DNA consiste em uma 
dupla-hélice de duas cadeias açúcar-fosfato antiparalelas, enrolada 
para a direita, com —10 pb por volta de 34 A e com suas bases quase 
perpendiculares ao eixo da hélice. As bases de fitas opostas ligam-se 
por ligações de hidrogênio de uma maneira geometricamente com- 
plementar para formarem pares de base de Watson-Crick A * T e 
G * C. Em baixa umidade, o B-DNA passa por uma transformação 
reversível, convertendo -se em uma dupla-hélice mais larga e acha- 
tada, conhecida como A-DNA. O Z-DNA, que é formado, em con- 
centrações elevadas de sais, por polinucleotídeos com sequências de 
bases que alternam purinas e pirimidinas, é uma dupla-hélice que 
gira para a esquerda. RNA de dupla-hélice e híbridos RNA * DNA 
possuem estruturas como a do A-DNA. A conformação do DNA, 
particularmente a do B-DNA, varia com a sua sequência de bases, 
principalmente porque a flexibilidade do DNA varia com a sua se- 
quência de bases. 

2 Forças que estabilizam estruturas de ácidos nucleicos As 

orientações em torno da ligação glicosídica e os vários ângulos de 
torção na cadeia de açúcar-fosfato são restritos estericamente nos 
ácidos nucleicos. Da mesma forma, dos dobramentos possíveis para 
o açúcar, apenas alguns poucos são normalmente observados. O 
pareamento de bases de Watson-Crick é tanto geométrica como 
eletronicamente complementar. As interações por ligações de hi- 
drogênio, contudo, não estabilizam muito as estruturas de ácidos 
nucleicos. Essas estruturas são predominantemente estabilizadas 
por interações hidrofóbicas. Entretanto, as forças hidrofóbicas nos 
ácidos nucleicos têm características qualitativamente diferentes 
daquelas que estabilizam proteínas. Interações eletrostáticas entre 


grupos fosfato carregados também são determinantes estruturais 
importantes dos ácidos nucleicos. 

3 DNA superenrolado O número de ligação (L) de um DNA 
circular fechado de forma covalente é topologicamente invariável. 
Consequentemente, qualquer alteração na torção (7) de um dúplex 
circular deve ser equilibrada por uma alteração igual e oposta no seu 
número de superenrolamento (W), que indica o seu grau de super- 
-helicidade. ü superenrolamento pode ser induzido por agentes in- 
tercalantes. A mobilidade em eletroforese em gel do DNA aumenta 
com o seu grau de super-helicidade. Os DNAs que ocorrem natural- 
mente são todos superenrolados negativamente, condição para que 
possam participar da replicação do DNA e da transcrição do RNA. 

Topoisomerases do tipo IA relaxam DNAs superenrolados 
negativamente por meio de um mecanismo de passagem de fita, no 
qual elas clivam uma fitas simples do DNA para formar uma ligação 
5'-fosfoTyr, passam a outra fita do segmento de DNA através da la- 
cuna formada e depois selam a lacuna. As topoisomerases do tipo IB 
relaxam DNA superenrolado tanto positiva quanto negativamente, 
por meio de um mecanismo de rotação controlada envolvendo a cli- 
vagem de uma fita simples, no qual é formada uma ligação transitó- 
ria fosfoTyr com a nova extremidade 3' gerada. Topoisomerases do 
tipo II relaxam DNA dúplex em incrementos de duas supertorções 
à custa dehidrólise de ATP, clivando as duas fitas do DNA de modo 
a formar duas ligações 5 '-fosfoTyr transitórias, passando o dúplex 
através da quebra e selando-o novamente. A DNA-girase também 
gera supertorções negativas em uma maneira dependente de ATP. 
As topoisomerases são alvos de diversos antibióticos e agentes qui- 
mioterápicos. 
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PROBLEMAS 

1. Pares de bases A * T no DNA exibem maior variabilidade na *2. Em concentrações de Na + > 5 M, a T m do DNA cai com o au- 

sua torção da hélice do que pares de bases G * C. Sugira as bases mento da [Na + ]. Explique esse comportamento. (Dica: Considere as 

estruturais desse fenômeno. exigências de solvatação do Na .) 
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* 3 . Por que as conformações do anel de ribose mais comumente 
observadas são aquelas nas quais o átomo C2' ou o átomo C3' está 
fora do plano dos outros quatro átomos do anel? (Dica: No dobra- 
mento de um anel plano de forma a deixar um átomo fora do plano 
dos outros quatro, os substituintes em torno da ligação oposta ao 
átomo fora do plano permanecem eclipsados. Isso é melhor obser- 
vado em um modelo de esferas e bastões.) 

4 . O DNA de poliomavírus pode ser separado por sedimentação 
em pH neutro em três componentes, que possuem coeficientes de 
sedimentação de 20, 16 e 14, 5S e que são conhecidos como DNAs 
dos Tipos I, II e III, respectivamente. Todos esses DNAs têm se- 
quências de bases e massas moleculares idênticas. Em NaCl 0,15 M, 
tanto o Tipo II como o III têm curvas de desnaturação de coope- 
r atividade normal e uma T m de 88°C. O DNA do Tipo I, contudo, 
exibe uma curva de desnaturação muito mais ampla e uma T m de 
107°C. Em pH 13, os DNAs dos Tipos I e III têm coeficientes de 
sedimentação de 53 e 16S, respectivamente, e o Tipo II separa-se em 
dois componentes, com coeficientes de sedimentação de 16 e 18S. 
Qual é a diferença entre os DNAs dos Tipos I, II e III? Explique as 
diferentes propriedades físico-químicas desses DNAs. 

5 . Quando o eixo da hélice de um DNA duplex circular fechado 
de 2.310 pb é forçado a manter-se em um plano, o DNA tem uma 
torção (T) de 207. Quando liberado, o DNA adota a sua torção nor- 
mal, de 10,5 pb por volta. Indique os valores do número de ligação 
(L), do número de superenrolamento (W) e da torção para o estado 
de plano forçado e para o estado livre desse círculo de DNA. Qual 
é a densidade da super-hélice, o-, dos círculos de DNA no estado de 
plano forçado e no estado livre? 


6. Um DNA dúplex circular fechado de forma covalente tem um 
segmento de 100 pb de resíduos G e C alternados. Ao ser transferi- 
do para uma solução contendo uma alta concentração de sais, esse 
segmento sofre uma transição da conformação B para a conforma- 
ção Z. Quais são as alterações no número de ligação, no número 
de superenrolamento e na torção do DNA que acompanham essa 
transição? 

7 . Você descobriu uma enzima secretada por uma bactéria par- 
ticularmente virulenta que cliva a ligação C2' — C3' dos resíduos de 
desoxirribose de DN A dúplex. Qual é o efeito dessa enzima sobre o 
DNA superenrolado? 

8. Um cromossomo bacteriano consiste em um complexo pro- 
teína-DNA no qual a sua única molécula de DNA parece estar 
superenrolada, como demonstrado por titulação com brometo de 
etídeo. Entretanto, ao contrário do que acontece no caso de DNA 
dúplex circular livre de proteínas, a clivagem de uma das fitas sim- 
ples do DNA cromossômico não determina o fim desse superenro- 
lamento. Q que isso indica sobre a estrutura do cromossomo bacte- 
riano ou, em outras palavras, como as suas proteínas restringem o 
seu DNA? 

9 . Embora as topoisomerases dos tipos IA e IIA não exibam 
similaridade de sequência significativa entre elas, foi sugerido que 
elas teriam um parentesco distante com base em semelhanças de 
certos aspectos de seus mecanismos enzimáticos. Quais são essas 
semelhanças? 

10. Faça um desenho representando o mecanismo de clivagem e 
religação da fita de DNA mediado pela topoisomerase IA. 


Replicação, Reparo e 

Recombinação 

do DNA 



Dedos 


Polegar 


CAPÍTULO 3© 


1 Replicação do DNA: Uma visão gerai 

A. Forquilhas de replicação 

B. Papel da DNA-girase 

C. Replicação semidescontínua 

D. iniciadores de RNA 

2 Enzimas da replicação 

A. DNA-polimerase I 

B. DNA-polimerase III 

C. Desenrolando o DNA: Helicases e proteínas de ligação a 
DNA de fita simples 

D. DNA-ligase 

E. Primase 

3 Replicação procariótíca 

A. Bacteriófago M13 

B. Bacteriófago <j>X174 

C. Escherichia coli 

D. Fidelidade da replicação 

4 Replicação eucariõtíca 

A. O ciclo celular 

B. Mecanismos de replicação eucarióticos 

C. Transcriptase reversa 

D. Telômeros e telomerase 

5 Reparo do DNA 

A. Reversão direta da lesão 

B. Reparo por excisão 

C. Reparo de malpareamentos 

D. A resposta SOS 

E. Reparo de quebras de fita dupla 

F. Identificação de carcinógenos 

6 Recombinação e elementos genéticos móveis 

A. Recombinação homóloga 

B. Transposição e recombinação sítio-específica 

7 Metilação do DNA e expansões de repetições 
trinucleotídicas 


Inicia-se aqui uma série de três capítulos sobre os processos 
básicos da expressão gênica: a replicação do DNA (este ca- 
pítulo), a transcrição (Capítulo 31) e a tradução (Capítulo 
32). Esses processos foram resumidos na Seção 5.4. Agora 
serão discutidos de forma mais aprofundada, com ênfase na 
maneira como foram adquiridos os conhecimentos agora 
disponíveis. 


1 REPLICAÇÃO DO DNA: UMA VISÃO GERAL 

O trabalho original de Watson e Crick descrevendo a dupla- 
hélice do DNA finalizou com a afirmação: “Não escapou à 
nossa atenção que o pareamento específico que postulamos 
sugere imediatamente um possível mecanismo de reprodu- 
ção para o material genético”. Em um trabalho subsequente, 
eles expandiram a discussão sobre esse comentário um tanto 
quanto obscuro, salientando que uma fita do DNA poderia 
atuar como um molde, orientando a síntese da sua fita com- 
plementar. Embora Meselson e Stahl tenham demonstrado, 
em 1958, que o DNA é, de fato, replicado de forma semicon- 
servativa (Seção 5.3B), somente 20 anos mais tarde o meca- 
nismo de replicação do DNA em procariotos foi compreen- 
dido de maneira razoavelmente detalhada. Isso aconteceu 
porque, como será visto neste capítulo, o processo de replica- 
ção do DNA é similar ao da tradução na sua complexidade, 
mas é mediado por conjuntos de proteínas que, com frequên- 
cia, estão fracamente associadas e estão presentes em apenas 
poucas cópias por célula. A surpreendente complexidade da 
replicação do DNA em relação ao processo de transcrição 
(Seção 31.2), quimicamente similar, advém da necessidade de 
uma precisão extrema na replicação do DNA, para preserva- 
ção da integridade do genoma de geração para geração. 

A. Forquilhas de replicação 

O DNA é replicado por enzimas conhecidas como DNA -poli- 
merases guiadas por DNA ou simplesmente DNA-polimera- 
ses. Essas enzimas utilizam DNAs de fita simples como mol- 
des, sobre os quais catalisam a síntese da fita complementar, a 
partir dos desoxinucleosídeos trifosfatados (dNTPs, de deoxy- 
nucleoside triphosphates ) apropriados (Fig. 30.1). Os nucleo- 
tídeos que chegam são selecionados com base na capacidade 
de formarem o pareamento de bases de Watson-Crick com o 
DNA-molde, de modo que a fita de DNA recém-sintetizada 
forma uma dupla-hélice com a fita-molde. Praticamente todas 
as DNA-polimerases conhecidas somente podem adicionar um 
nucleotídeo doado por um nucleosídeo trifosfatado a um grupo 
3’ -OH livre de um polinucleotídeo com pareamento de bases, 
de forma que as cadeias de DNA são estendidas apenas na di- 
reção 5’ —> 3'. As DNAs-polimerases serão discutidas também 
nas Seções 30.2A, 30.2B e 30.4B. 

a. Dúplices de DNA replicam semiconservativamente em 
forquilhas de replicação 

John Cairns obteve as primeiras indicações de como os cro- 
mossomos replicam por autorradiografias do DNA em re- 
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Molde 



FIGURA 30.1 Ação da DNA-polimerase. As DNA-polimerases posicionam os desoxinucleosídeos trifosfatados que chegam so- 
bre os moldes de DNA simples fita, de modo que a fita em crescimento é alongada no sentido 5'— >3'. 


plicação. Autorradiogramas de cromossomos circulares 
sintetizados em um meio contendo [ 3 H] timidina indicam a 
presença de “olhos” ou “bolhas” de replicação (Fig. 30.2). 
Essas estruturas em 0 (devido a sua semelhança com a letra 
grega Teta) indicam que o DNA de fita dupla (dsDNA, de 
double-stranded DNA) replica pela separação progressiva de 
suas duas fitas parentais, acompanhada pela síntese de suas 
fitas complementares, para originar duas cadeias-filha de fita 
dupla replicadas de maneira semiconservativa (Fig. 30.3). A 
replicação do DNA que envolve estruturas em 0 é conhecida 
como replicação 0. 

Uma região de ramificação em um olho de replicação 
na qual ocorre a síntese do DNA é chamada de forquilha 
de replicação. Uma bolha de replicação pode conter uma ou 
duas forquilhas de replicação (replicação unidirecional ou 
bidirecional). Estudos autorradiográficos demonstraram que 
a replicação 0 é quase sempre bidirecional (Fig. 30.4). Além 
disso, esses experimentos, juntamente com evidências gené- 
ticas, estabeleceram que os DNAs procarióticos e de bacte- 
riófagos possuem apenas uma origem de replicação (o local 
onde a síntese do DNA é iniciada). 



FIGURA 30.2 Autorradiograma e seu esquema interpretativo 
de um cromossomo de E. coli em replicação. A bactéria foi 
multiplicada por pouco mais de uma geração em um meio con- 
tendo ['H]timidina, marcando, dessa forma, o DNA sintetizado 
subsequentemente, o que faz ele aparecer como uma linha de 
grânulos escuros na emulsão fotográfica ( linhas vermelhas no 
esquema interpretativo). O tamanho do olho de replicação in- 
dica que o cromossomo circular está duplicado em cerca de um 
sexto da sua extensão no presente ciclo de replicação. (Cortesia 
de John Caims, Cold Spring Harbor, EUA.) 


B. O papel da DNA-girase 

A exigência de desenrolamento da fita parental na forquilha 
de replicação (Fig. 30.3) representa um obstáculo topológico 
formidável. Por exemplo, o DNA de E. coli é replicado a 
uma velocidade de ~ 1.000 nucleotídeos/s. Caso o seu cro- 
mossomo de 1 .300 p,m de comprimento fosse linear, ele teria 
que girar no interior do espaço confinado de uma célula de 
E. coli de 3 |±m de comprimento a uma velocidade de —100 
rotações/s (lembre que o DNA-B possui —10 pb [pares de 
bases] por volta). Porém, como o cromossomo de E. coli é, 
na verdade, circular, mesmo esse movimento não poderia 



FIGURA 30.3 Replicação do DNA. 
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FIGURA 30.4 Diferenciação autorradiográfica dos modos 
de replicação 0 unidirecional e bidirecional do DNA. (a) 

Um organismo é multiplicado por várias gerações em um 
meio que está levemente marcado com [ 3 H]timidina, de 
modo que todo seu DNA será visível em um autorradio- 
grama. Uma grande quantidade de [ ? Hltimidina é, depois, 
adicionada ao meio por poucos segundos antes do DNA ser 
isolado (marcação pulsada) , a fim de marcar apenas aquelas 
bases próximas à(s) forquilha(s) de replicação. A replicação 
do DNA unidirecional apresentará apenas um ponto de 
ramificação altamente marcado (em cima), enquanto a repli- 
cação do DNA bidirecional apresentará dois desses pontos 
de ramificação (embaixo) . ( b ) Um autorradiograma do DNA 
de E. coli tratado dessa maneira, demonstrando que ele é 
replicado bidirecionalmente. (Cortesia de David M. Prescott, 
University of Colorado, EUA.) 


ocorrer. Em vez disso, a molécula de DNA iria acumular 
+100 supertorções/s (ver Seção 29. 3 A para uma discussão 
sobre super enrolamento) até ficar torcida demais para per- 
mitir qualquer desenrolamento adicional. O superenrola- 
mento negativo do DNA que ocorre naturalmente promove 
o desenrolamento do DNA, mas apenas em uma extensão 
de —5% de suas voltas de fita dupla (lembre que os DNAs 
que ocorrem naturalmente são geralmente desenrolados 
por uma supertorção a cada —19 voltas do dúplex; Seção 
29.3Bb). Em procariotos, contudo, supertorções negativas 
podem ser introduzidas no DNA pela ação de uma DNA- 
-topoisomerase do tipo IIA (DNA-girase; Seção 29.3Cd) à 
custa de hidrólise de trifosfato de adenosina (ATP, de aãe- 
nosine triphosphate) . Esse processo é essencial para a re- 
plicação do DNA procariótico, como foi demonstrado pela 
observação de que inibidores da DNA-girase, como a no- 
vobiocina, interrompem a replicação do DNA em bactérias 
selvagens, mas não em mutantes cujas DNAs-girases não se 
ligam a esses antibióticos. 


C. Replicação semidescontínua 

As imagens de baixa resolução fornecidas por autorradiogra- 
mas como os das Figs. 30.2 e 30.4b sugerem que as duas fi- 
tas antiparalelas do dsDNA são replicadas simultaneamente 
em uma forquilha de repücação que avança. Porém, todas 
as DNA-polimerases conhecidas podem apenas estender 
as fitas de DNA na direção 5' — > 3'. Como, então, a DNA- 
-polimerase repüca a fita parental que se estende na direção 
5' -» 3' além da forquilha de repücação? Essa questão foi res- 
pondida em 1968 por Reiji Okazaki, por meio dos seguintes 
experimentos. Se uma cultura de E. coli em multiplicação é 
marcada por um pulso de 30 s de [H 3 ] timidina, uma grande 
parte do DNA radioativo e, por conseguinte, recém-sinte- 
tizado possui um coeficiente de sedimentação em álcali de 
7S a 11 S. Esses assim chamados fragmentos de Okazaki evi- 
dentemente consistem em apenas 1.000 a 2.000 nucleotídeos 
(nt; 100-200 nt nos eucariotos). Porém, se após o pulso de 30 
s com [ 3 H]timidina a cultura de E. coli for transferida para 
um meio não marcado (um experimento de pulso-caça, de 
pulse-chase), o DNA radioativamente marcado resultante 
sedimenta em uma taxa que aumenta de acordo com o tem- 
po que as células se multiplicaram no meio não marcado. Os 
fragmentos de Okazaki devem, portanto, ser incorporados 
de forma covalente em moléculas de DNA maiores. 

Okazaki interpretou seus resultados experimentais nos 
termos do modelo da replicação semidescontínua (Fig. 30.5). 
As duas fitas parentais são replicadas de maneiras diferentes. 
A fita de DNA recém-sintetizada que se estende na direção 
5 ' — >3' do movimento da forquilha de replicação, a chamada 
fita-líder, é sintetizada essencialmente de forma contínua na 
sua direção 5' — > 3’, â medida que a forquilha de replicação 
avança. A outra fita recém-sintetizada, a fita tardia (lagging 
strand), também é sintetizada na sua direção 5' —> 3', mas de 
maneira descontínua, na forma de fragmentos de Okazaki. Os 
fragmentos de Okazaki são covalentemente unidos apenas al- 
gum tempo depois de sintetizados, em uma reação catalisada 
pela enzima DNA-ligase (Seção 30.2D). 

O modelo semidescontínuo de replicação do DNA é cor- 
roborado por micrografias eletrônicas do DNA em processo 
de repücação, que mostram regiões de fita simples em um 
lado da forquilha de repücação (Fig. 30.6). Além disso, em 
DNA que está replicando bidirecionalmente, as duas regiões 

Movimento da 

► forquilha de 



FIGURA 30 .5 A replicação semidescontínua do DNA. Na re- 
plicação do DNA, ambas as fitas-filha (a fita líder em vermelho, 
a fita tardia em azul) são sintetizadas na direção 5' —> 3'. A fita 
líder é sintetizada continuamente, enquanto a fita tardia é sinte- 
tizada de forma descontínua. 
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FIGURA 30.6 Micrografia eletrônica de um olho de replica- 
ção no DNA de Drosophila melanogaster. Note que as regiões 
de fita simples {setas) próximas às forquilhas de repíicação 
apresentam a configuração em trans, consistente com o modelo 
semidescontínuo da repíicação do DNA. (De Kreigstein, H.J., e 
Hogness, D.S., Proc. Natl. Acad. Sei. 71, 173 [1974].) 

de fita simples ocorrem, como esperado, em lados diagonal- 
mente opostos da bolha de repíicação. 

D. Iniciadores de RNA 

A necessidade praticamente universal de todas as DNA- 
-polimerases de um grupo 3'-OH livre para estender uma 
cadeia de DNA impõe uma questão, que foi enfatizada pelo 
estabelecimento do modelo semidescontínuo da repíicação 
do DNA: Como é iniciada a síntese do DNA? Uma análise 
cuidadosa dos fragmentos de Okazaki revelou que suas extre- 
midades 5' consistem em segmentos de RNA dei a 60 nt ( uma 
extensão que é dependente da espécie ) que são complementa- 
res à cadeia de DNA-molde (Fig. 30. 7). E. coli possui duas en- 
zimas capazes de catalisar a formação desses iniciadores de 
RNA ( RNA primers): a RNA-polimerase, a enzima de múl- 
tiplas subunidades, com —459 kDa, que realiza a mediação 



FIGURA 30.7 A iniciação (priming ) da síntese de DNA por 
segmentos curtos de RNA. 


da transcrição (Seção 31.2), e a primase (60 kDa), o produto 
monomérico do gene dnaG. 

A primase é insensível à rifampicina, um inibidor da 
RNA-polimerase (Seção 31.2Bb). A observação de que a 
rifampicina inibe apenas a síntese da fita-líder indica, por- 
tanto, que a primase inicia os iniciadores dos fragmentos de 
Okazaki. A iniciação da síntese da fita- líder em E. coli, um 
evento muito mais raro do que a iniciação dos fragmentos 
de Okazaki, pode ser mediada in vitro tanto pela RNA- 
polimerase como pela primase apenas, mas é bastante esti- 
mulada quando ambas as enzimas estão presentes. Acredita- 
se, portanto, que essas enzimas atuam de maneira sinergística 
in vivo para iniciarem a síntese da fita-líder. 

O DNA maduro não contém RNA. Os iniciadores de 
RNA são finalmente removidos e as lacunas de fita simples 
resultantes são preenchidas com DNA por um mecanismo 
descrito na Seção 30.2AJ. 

2 ENZIMAS DA RE PLICAÇÃO 

A repíicação do DNA é um processo complexo, que envol- 
ve uma grande variedade de enzimas. Ela requer, para listar 
apenas seus principais atores em ordem de aparecimento: (1) 
DNA-topoisomerases, (2) enzimas conhecidas como helica- 
ses, que separam as fitas de DNA na forquilha de repíicação, 
(3) proteínas que impedem que as fitas se reassociem antes 
de serem replicadas, (4) enzimas que sintetizam os inicia- 
dores de RNAs, (5) uma DNA-polimerase, (6) uma enzima 
para remover os iniciadores de RNA e (7) uma enzima para 
ligar co valentemente fragmentos de Okazaki sucessivos. 
Nesta seção, serão descritas as propriedades e as funções de 
muitas dessas proteínas. 

A. DNA-polimerase I 

Em 1957, Arthur Komberg relatou a descoberta de uma en- 
zima que catalisava a síntese de DNA em extratos de E. coli 
devido à sua capacidade de incorporar a marca radioativa do 
[ 14 C]trifosfato de timidina no DNA. Essa enzima, que se tor- 
nou conhecida desde então como DNA-polimerase I ou Pol 
I, consiste em um polipeptídeo monomérico de 928 resíduos. 

A Pol I acopla dNTPs sobre moldes de DNA (Fig. 30.1 ) 
em uma reação que ocorre pelo ataque nucleofílico do grupo 
3' -OH da cadeia em crescimento sobre o grupo tx-fosforila do 
nucleosídeo trifosfatado que está sendo incorporado. A rea- 
ção é acionada pela eliminação de PP i resultante e sua subse- 
quente hidrólise pela pirofosfatase inorgânica. A reação com- 
pleta assemelha-se àquela catalisada pela RNA-polimerase 
(Fig. 5.23), mas difere dela pela absoluta necessidade de que 
o nucleosídeo que está sendo incorporado seja ligado a um 
grupo 3'-OH livre de um polinucleosídeo que apresenta pa- 
reamento de bases com o molde (a RNA-polimerase inicia 
a transcrição ligando dois ribonucleosídeos trifosfatados so- 
bre um molde de DNA; Seção 31. 2C). A complementarida- 
de entre o produto de DNA e o molde foi, primeiramente, 
inferida a partir da composição de bases e de estudos de hi- 
bridização, mas acabou sendo diretamente estabelecida pela 
determinação das sequências de bases. A frequência de erro 
da Pol I na cópia do molde é extremamente baixa, como 
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foi primeiramente demonstrado pela replicação in vitro do 
DNA de 5.386 nt do bacteriófago <J>X174, para gerar DNA 
do fago completamente infectivo. De fato, a sua frequência 
de erro medida está em torno de uma base errada para cada 
10 milhões. 

A Pol I é dita processiva porque catalisa uma série de 
etapas de polimerização sucessivas, geralmente 20 ou mais, 
sem a liberação do molde (o oposto de “processivo” é “dis- 
tributivo"). A Pol I pode, é claro, funcionar de modo inverso, 
degradando o DN A por pirofosforólise. Essa reação inversa, 
contudo, provavelmente não possui significado fisiológico, 
devido à baixa concentração in vivo de PP, resultante da ação 
da pirofosfatase inorgânica. 

a. A Pol I reconhece o dNTP que está sendo incorporado de 
acordo com a forma de par de bases que ele constitui com 
o DNA-Molde 

A especificidade de Pol I para uma base que será incorpo- 
rada vem da exigência de que ela forme um par de bases de 
Watson-Ci ick com o molde e não do seu reconhecimento di- 
reto (lembre que os 4 pb, A • T, T • A, G • C e C * G, possuem 
formas quase idênticas; Fig. 5.12). Assim, como demonstrado 
por Eric Kool, quando a “base" 2,4-difluorotolueno (F), 


F O 

I ! 



Base 2,4-difLuorotolueno (F) Timlna (T) 

que é isostérica (possui a mesma forma que) com a timina, 
mas não aceita ligações de hidrogênio, é sinteticamente in- 
serida em um DNA-molde, a Pol I incorpora A em oposi- 
ção à F com uma frequência de malpareamentos semelhan- 
te a que ocorreria caso incorporasse A em oposição à T. 
Da mesma forma, dFTP é incorporado em oposição a um 
molde com A com uma fidelidade semelhante àquela da in- 
corporação de dTTP. Porém, a incorporação de F em oposi- 
ção à A no DNA desestabiliza a dupla hélice em 15 kJ/mol 
em relação a um T em oposição a essa A. Evidentemente, a 
Pol I seleciona o dNTP que será incorporado principalmente 
de acordo com a sua capacidade de constituir um par com 
a forma de Watson-Crick com a base do molde, mas sem 
maior consideração em relação às suas propriedades deter- 
minantes da formação de ligações de hidrogênio. De fato, a 
estrutura por ressonância magnética (RM) de um DNA de 
12 pb contendo em uma posição central um F oposto a um 
A revela que ele assume uma conformação de B-DNA, na 
qual o pareamento F-A se assemelha bastante a um par de 
bases T * A na mesma posição de um DNA de outra forma 
idêntico. 

b. A Pol I pode editar seus erros 

Além da sua atividade de polimerase, a Pol I possui duas ati- 
vidades hidrolíticas independentes: 

1. Ela pode atuar como uma exonuclease 3' — > 5'. 

2. Ela pode atuar como uma exonuclease 5' — » 3'. 


A reação de exonuclease 3' — > 5' difere quimicamente da 
reação de pirofosforólise (a reação inversa à reação de 
polimerização) somente porque aH,0, em vez do PP ; , é 

0 aceptor do nucleotídeo. Estudos cinéticos e cristalográ- 
ficos indicam, porém, que essas duas atividades catalíticas 
ocupam sítios ativos separados (ver a seguir) . A função de 
exonuclease 3' — > 5' é ativada por um nucleotídeo termi- 
nal 3' não pareado, que possui um grupo OH livre. Caso 
a Pol I incorpore erroneamente um nucleotídeo incorreto 
(não pareado) na extremidade de uma cadeia de DNA em 
crescimento, a atividade de polimerase é inibida e a ativi- 
dade de exonuclease 3' — > 5' remove esse nucleotídeo (Fig. 
5.36). A atividade de polimerase retoma então a replica- 
ção do DNA. A Pol I tem, portanto, a capacidade de revisar 
(de proof read) ou de editar uma cadeia de DNA à medida 
que ela está sendo sintetizada, de modo a corrigir os seus 
erros. Isso explica a enorme fidelidade da replicação do 
DNA feita pela Pol I: a fração total de bases que a enzima 
incorpora erroneamente, de ~ 1CT 7 , é o produto da fração 
de bases que a sua atividade de polimerase incorpora de 
forma incorreta e da fração de bases erroneamente incor- 
poradas que a sua atividade de exonuclease 3' —> 5' falhou 
em remover. O preço dessa fidelidade elevada é que — 3% 
dos nucleotídeos corretamente incorporados também são 
removidos. 

A exonuclease 5' —> 3' da Pol I liga-se ao dsDNA em 
quebras (nicks) de fita simples com pouca influência do cará- 
ter do nucleotídeo 5' (5'- OH ou grupo fosfato; participando 
ou não de um par de bases). Ela cliva o DNA em uma região 
com bases pareadas além da quebra, de modo que o DNA 
é removido como mononucleotídeos ou como oligonucleotí- 
deos de até 10 resíduos (Fig. 5.33). Em contraste, a ativida- 
de de exonuclease 3' -> 5' remove apenas mononucleotídeos 
não pareados e com grupos 3'-OH. 

c. A função de polimerase e as duas funções de exonuclease 
da Pol I ocupam, cada uma, sítios ativos separados 

A atividade de exonuclease 5' — > 3' da Pol I é independen- 
te tanto da sua atividade de exonuclease 3' —> 5' como da 
sua atividade de polimerase. De fato, como visto na Seção 
7.2A, proteases como a subtilisina ou a tripsina clivam a Pol 

1 em dois fragmentos: um fragmento C- terminal maior ou 

fragmento de Klenow (resíduos 324-928) , que contém tanto 
a atividade de polimerase como a atividade de exonuclease 
3' 5'; e um fragmento N-terminal menor (resíduos 1-323), 

que contém a atividade de exonuclease 5' — > 3'. Assim, a Pol 
I contém três sítios ativos em uma única cadeia polipeptídica. 

d. A estrutura por raios X do fragmento de Klenow indica 
como ele se liga ao DNA 

A estrutura por raios X do fragmento de Klenow complexa- 
do ao dsDNA, determinada por Thomas Steitz, revela que 
a enzima consiste em dois domínios (Fig. 30.8). O domínio 
menor (resíduos 324 a 517) contém o sítio de exonuclease 3' 
-> 5', como foi demonstrado pela ausência dessa função mas 
não da atividade de polimerase em um fragmento de Klenow 
mutante, geneticamente modificado, que não possui os sítios 
de ligação a íons metálicos divalentes, conhecidos por serem 
essenciais para a atividade de exonuclease 3' -» 5', mas que, 
afora isso, têm uma estrutura normal. O domínio maior (re- 
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HGURA 30.8 Estrutura por raios X do fragmento de Klenow 
da DNA-polimerase I de E. coli em complexo com um dsDNA. 

A proteína está desenhada na forma de fitas e colorida na or- 
dem das cores do arco-íris a partir da sua extremidade N-termi- 
nal ( azul) em direção à sua extremidade C-terminal ( vermelho ) 
e embutida em sua superfície molecular semitransparente. O 
DNA é mostrado na forma de bastão com os átomos de C de 
sua fita-molde de 10 nt em ciano, os átomos de C de sua fita 
iniciadora de 13 nt em magenta, N em azul, O em vermelho e 
P em cor de laranja, e com sucessivos átomos de P de cada fita 
polinucleotídica conectados por barras cor de laranja. Um íon 
de Zn 2 ’ ( esfera púrpura ) marca o sítio ativo da exonuclease 
3' 5’. (Com base na estrutura por raios X de Thomas Steitz, 

Yale University, USA. PDBid 1KLN.) 
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síduos 521-928) contém o sítio ativo da polimerase na base 
de uma fenda proeminente, a uma distância surpreendente- 
mente grande (~ 25 À) do sítio de exonuclease 3' — » 5'. A 
fenda, que está alinhada com resíduos positivamente carre- 
gados, possui o tamanho (~ 22 À de extensão por ~ 30 À 
de profundidade) e a forma apropriados para ligar-se a uma 
molécula de B-DNA de uma maneira que lembra uma mão 
direita segurando uma barra. Consequentemente, os domí- 
nios de polimerase do fragmento de Klenow são conhecidos 
como seus “dedos”, “polegar” e “palma” (Fig. 30.8). De fato, 
todas as DNA-polimerases com estruturas conhecidas apre- 
sentam formas semelhantes a um domínio de dedos que se 
liga ao nucleotídeo que será incorporado e à base do molde, 
um domínio de polegar que guia o dsDNA recém-formado 
à medida que ele deixa o sítio ativo, e um domínio de palma 
que contém o sítio ativo na base da fenda entre os domínios 
de dedos e polegar (Seções 30.2Ba, 30.4Ba e 30.4Ca). 


e. A DNA-polimerase distingue pares de bases de 

Watson-Crick por meio de interações independentes de 
sequência que Induzem movimentos de domínios 
A DNA-polimerase I do termófilo Thermus aquaticus (Taq), 
que é 51 % idêntica à sua homóloga de E. coli , não apresenta 
uma atividade de exonuclease 3' —r 5' funcional. A sua estru- 
tura por raios X (Fig, 30.9 a), também determinada por Steitz, 
revela que o seu domínio C-terminal se assemelha bastante ao 
fragmento de Klenow (Fig. 30.8), embora os resíduos carboxí- 
iicos de ligação ao íon metálico que são essenciais para a fun- 
ção de exonuclease 3' — > 5' do fragmento de Klenow estejam 
ausentes na Taq polimerase. O seu domínio de exonuclease 
5' — > y N-terminal, o qual parece estar apenas frouxamente 
aderido ao domínio de polimerase C-terminal, contém um 
agrupamento conservado de íons metálicos na base de uma 
fenda que está a ~ 70 À do sítio ativo da polimerase. Portanto, 
não está claro como as funções de polimerase e exonuclease 
5' — 3' atuam em conjunto, como será visto (Seção 30. 2 Ai), 
para produzir dsDNA com uma única quebra. 

Gabriel Waksman cristalizou o domínio C-terminal da 
Taq DNA-polimerase (Klentaql; o qual é frequentemen- 
te utilizado em experimentos de PCR [Seção 5.5F]) em 
complexo com um dsDNA de 11 pb que tem uma projeção 
(overhang) GGAAA-5' na extremidade 5' de sua fita-mol- 
de, e os cristais foram incubados com 2'-3'-didesoxi-CTP 
(ddCTP; que não possui um grupo 3'-OH). A estrutura por 
raios X desses cristais (Fig. 30.9£>) revela que um resíduo 
de ddC foi co valentemente ligado à extremidade 3' do ini- 
ciador e formou um par de Watson-Crick com a G 3' da 
projeção do molde. Além disso, uma segunda molécula de 
ddCTP (com a qual o novo resíduo ddC 3'-terminal do ini- 
ciador é incapaz de formar uma ligação covalente) ocupa 
o sítio ativo da enzima, onde ela forma um pareamento de 
Watson-Crick com a G seguinte do molde, que está total- 
mente fora de contato com a solução aquosa circundante 
Claramente, o Klentaql mantém a sua atividade catalítica 
nesse cristal. 

Uma DNA-polimerase deve distinguir os pares de ba- 
ses corretamente pareados dos malpare amentos e isso deve 
ser feito por meio de interações independentes de sequência 
com o dNTP que está sendo incorporado. A estrutura por 
raios X anterior revela que isso ocorre dentro de um bolsão 
do sítio ativo, cuja forma é complementar à de pares de ba- 
ses de Watson-Crick. O bolsão é formado pelo empilhamen- 
to de uma cadeia lateral de Tyr conservada sobre a base do 
molde, bem como por interações de van der Waals com a 
proteína e com o par de bases precedente. Além disso, em- 
bora o dsDNA esteja principalmente na conformação B, os 
3 pb mais próximos do sítio ativo assumem a conformação 
A, como também foi observado nas estruturas por raios X 
de várias outras DNA-polimerases em seus complexos com 
DNA. A fenda menor resultante, mais larga e rasa (Seção 
29.1Ba), permite que as cadeias laterais da proteína formem 
ligações de hidrogênio com os átomos de N3 das bases púri- 
cas e os átomos de 02 das bases pirimídicas, que, de outra 
forma, estariam inacessíveis. As posições desses aceptores de 
ligações de hidrogênio são independentes da sequência, uma 
vez que podem ser visualizados a partir de uma inspeção da 
Fig. 5.12 (em contraste, as posições dos aceptores de ligações 
de hidrogênio na fenda maior variam tanto com a identidade 
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FIGURA 30.9 Estrutura por raios X da DNA-polimerase I de T. 
thermophilus. (a) A estrutura por raios X da proteína completa 
desenhada na forma de fitas. O domínio N-terminal da exonude- 
ase 5' — > 3' está colorido na ordem das cores do arco-íris a partir 
de sua extremidade N-terminal (azul) em direção a sua extremi- 
dade C-terminal (vermelha). O íon de Zn no seu sítio ativo está 
representado por uma esfera púrpura. O domínio C terminal de 
Klentaql, que está orientado de maneira similar à do fragmento 
de Klenow na Fig. 30.8, está em verde-claro, b As estruturas 
por raios X de Klentaql na sua conformação aberta ; com ddCTP 
ligado) e (c) na sua conformação fechada (ddCTP removido). A 
proteína, que é visualizada de forma s imil ar à da Fig. 30.8, está 
representada na forma tubular, com seus domínios N-terminal, 
de palma, de dedos e de polegar coloridos de amarelo, magenta, 
verde e azul, respectivamente. O DNA está representado na for- 
ma de bastões, enquanto o resíduo ddC da extreminade 3' da fita 
iniciadora está representado na forma de volume atômico, como 
está o ddCTP na Parte b que está realizando pareamento de base 
com ura resíduo G do molde no bolsão do sítio ativo da enzima. 
Os átomos estão coloridos de acordo com o tipo, com C em ciano 
na fita-molde, C em verde na fita iniciadora, ddCTP em amarelo, 
N em azul, O em vermelho e P de cor de laranja. (Parte a com 
base na estrutura por raios X de Thomas Steitz, Yale University, 
EUA. PDBid 1TAQ. Partes b e c com base nas estruturas por 
raios X de Gabriel Waksman, Washington University School of 
Medicine, EUA. PDBids 3KTQ e 2KTQ.) 



(c) 


[A -T versus G • C] como com a orientação [p. ex., A ■ T ver- 
sus T • AJ do par de bases ). Entretanto, com um pareamento 
do tipo não Watson-Crick, essas ligações de hidrogênio se- 
riam bastante distorcidas, se não completamente desfeitas. A 
proteína também estabelece inúmeras ligações de hidrogênio 
e interações de van der Waals, independentes de sequência, 
com o esqueleto de açúcar-fosfaío do DNA. 


Os cristais do Klentaql • DNA ■ ddCTP anteriores fo- 
ram parcialmente esvaziados de ddCO' por imersão em uma 
solução estabilizadora sem ddCTP. A estrutura por raios X 
dos cristais sem ddCTP (Fig. 30.9c) revela que Klentaql as- 
sume uma assim chamada conformação aberta, que difere 
de forma significativa da assim chamada conformação fe- 
chada, descrita anteriormente por um movimento de 46° do 
domínio de dedos, similar ao de uma dobradiça, para além 
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do sítio ativo da polimerase (Fig. 30.9c). Evidentemente, a 
formação de um par de bases do tipo Watson-Crick no sítio 
ativo de polimeralização dispara a formação de um complexo 
ternário produtivo que envolve o nucleotídeo que está sen- 
do incorporado. Em especial, a cadeia lateral do resíduo de 
Tyr precedente, a qual se estende a partir da hélice mais à 
direita do domínio de dedos (Fig. 30.9Ò), se empilha sobre 
a base que está sendo incorporada, uma interação que está 
ausente na conformação aberta. Além disso, um resíduo de 
Lys e uma cadeia lateral de um resíduo de Arg, que também 
se estende a partir da hélice mais à direita do domínio de 
dedos, formam pontes salinas com os grupos a e p-fosfatos 
do dNTP que está sendo incorporado. Essas observações 
são consistentes com medições cinéticas da Pol I, indicando 
que a ligação do dNTP correto à enzima induz uma mudança 
conformacional limitante da velocidade da reação que pro- 
duz um complexo ternário fechado. Parece, portanto, que a 
enzima faz uma rápida amostragem dos dNTPs disponíveis 
em sua conformação aberta, mas apenas quando ela se liga 
ao dNTP correto em um pareamento de Watson-Crick com a 
base do molde é que ela assume a sua conformação fechada, 
cataliticamente competente. Então, as etapas subsequentes 
da reação rapidamente originam o complexo do produto, 
que, seguindo uma segunda mudança conformacional, Übera 
o produto PP ; . Finalmente, o DNA é translocado no sítio ati- 
vo, provavelmente por um mecanismo de difusão linear, de 
modo a posicioná-lo para o próximo ciclo de reação. 

A comparação das estruturas por raios X anteriores com 
aquela da Klentaql sozinha indica que, ao ligar-se no DNA, 
o domínio de polegar movimenta-se para envolver o DNA. 
É provável que essa mudança conformacional seja a maior 
responsável pela processividade da Pol I. Em ambas as estru- 
turas da Klentaql • DNA, nem o dsDNA nem o DNA de fita 
simples (ssDNA, de single- stranded DNA) passam através da 
fenda entre os domínios de polegar e dedos, como sugeri- 
do pela forma e pela posição da fenda. Ao contrário, a fita- 
-molde faz uma curva fechada na primeira base não p areada, 

e, por consequência, desempilha, assim, essa base e posicio- 
nando esse ssDNA no mesmo lado da fenda que o dsDNA. 
Arranjos semelhantes foram observados em estruturas por 
raios X de outras DNA-polimerases em seus complexos com 
o DNA. 

f. 0 mecanismo catalítico da DNA-polimerase envolve dois 
íons metálicos 

As estruturas por raios X de uma variedade de DNA-polime- 
rases sugerem que elas compartilham um mecanismo catalí- 
tico comum para a transferência de nucleotidilas (Fig. 30.10). 
Todos os seus sítios ativos contêm dois íons metálicos, nor- 
malmente Mg 2 ', aos quais se ligam duas cadeias laterais de 
Asp invariáveis do domínio da palma. O íon metálico B na 
Fig. 30.10 liga-se a todos os três grupos fosfato do dNTP que 
está sendo incorporado, enquanto o íon metálico A estabele- 
ce uma ponte entre o grupo a-fosfato desse dNTP e o grupo 
3 f -OH do iniciador. O íon metálico A presumivelmente ati- 
va o grupo 3'-OH do iniciador para um ataque nucleofílico 
em série sobre o grupo a-fosfato (Fig. 16.6 b), enquanto o íon 
metálico B funciona para orientar o grupo fosfato que está 
ligado a ele e para proteger eletrostaticamente suas cargas 
negativas, bem como as cargas negativas adicionais do estado 
de transição, que levam à liberação do íon PP, (Seção 16.2B). 



FIGURA 30.10 Diagrama esquemático do mecanismo de nu- 
cleotidOtransferase de DNA-polimerases. A e B representam 
os íons metálicos ligados à enzima, que normalmente são de 
Mg" . Os átomos estão coloridos de acordo com o tipo (C em 
cinza, N em azul, O em vermelho e P em amarelo) e a coorde- 
nação dos íons metálicos está representada por linhas pontilha- 
das. O íon metálico A ativa o grupo 3 -OH do iniciador para o 
ataque nucleofílico em série sobre o grupo a-fosfato do dNTP 
que está sendo incorporado (seta), enquanto o íon metálico B 
atua para orientar e estabilizar eletrostaticamente o grupo tri- 
fosfato carregado negativamente. (Cortesia de Tom Ellenber- 
ger, Harvard Medicai School, EUA.) 


g. Complexos de edição contêm a fita do iniciador no sítio da 
exonuclease 3' — > 5’ 

O complexo do fragmento de Klenow com o DNA mos- 
trado na Fig. 30.8 contém uma fita iniciadora de 13 nt 
(d[GCCTCGCG-GCGGC]) e uma fita-mo Ide de 10 nt 
(d[GCCGC-GAGGCJ) que é complementar ao segmento 
de 10 nt da extremidade 5' da fita iniciadora. O nucleotídeo 
3 '-terminal da fita iniciadora (o último que uma polimerase 
ativa poderia ter adicionado) está ligado ao sítio ativo da 
exonuclease 3' — » 5'. Esse arranjo é possível devido à aber- 
tura do par de bases G • C que deveria, de outra forma, ser 
formado pelo nucleotídeo 5' da fita-molde, o qual perma- 
nece ligado próximo à entrada do sítio ativo da polimerase. 
Evidentemente, o fragmento de Klenow tem ligada a fita ini- 
ciadora em um complexo “editável” em vez de mantê-la na 
fenda da polimerase. 

Como, na Pol I de E. coli, a extremidade 3' da fita do 
iniciador se transfere entre o sítio ativo de polimerização e 
o sítio ativo de exonuclease 3' — > 5'? Isso parece ocorrer por 
meio da competição desses sítios pela extremidade 3' da fita 
do iniciador, que p areia suas bases para formar dsDNA no 
sítio da polimerase e se liga como fita simples ao sítio de exo- 
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nuclease. Assim, a formação de ura pareamento de bases de 
Watson-Crick facilita a ligação da fita iniciadora ao sítio da 
polimerase, em preparação para a próxima etapa de exten- 
são da cadeia, enquanto um par de bases incorreto retardaria 
enormemente a reação da polimerase por promover a liga- 
ção da fita iniciadora ao sítio de exonuclease. A compara- 
ção do complexo de edição com os complexos da Klentaql * 
DNA sugere que a transferência da fita iniciadora do sítio da 
polimerase para o sítio de edição do fragmento de Klenow 
requer que o dsDNA se desloque para trás (na direção da 
extremidade 3' da fita-molde) por vários angstroms ao longo 
do eixo da hélice. 

h. A Po! I funciona ffsiologicamente para reparar o DNA 

Por cerca de 13 anos a partir a descoberta da Pol I, foi geral- 
mente assumido que essa enzima era a replicase do DNA de 
E. coli, pois nenhuma outra atividade de DNA-polimerase ha- 
via sido detectada na bactéria. Essa suposição tornou-se insus- 
tentável quando, em 1969, Caims e Paula De Lucia isolaram 
um mutante de E. coli cujo extrato exibia < 1% da atividade 
normal da Pol I (embora possuísse níveis praticamente nor- 
mais da atividade de exonuclease 5' — > 3'), mas que, apesar 
disso, reproduzia-se em uma taxa normal. Essa linhagem mu- 
tante é, contudo, altamente suscetível aos efeitos deletérios da 
radiação ultravioleta (UV) e de mutagênicos químicos (subs- 
tâncias que induzem mutações quimicamente; Seção 32.1A). 
A Pol I evidentemente desempenha um papel central no reparo 
do DNA lesado (quimicamente alterado). 

O DNA lesado, como discutido na Seção 30.5, é detec- 
tado por uma variedade de sistemas de reparo do DNA. 
Muitos desses sistemas clivam endonucleoliticamente o DNA 
lesado no lado 5' do dano, ativando, portanto, a atividade de 
exonuclease 5' — > 3' da Pol I. Enquanto está removendo esse 
DNA lesado, a Pol I simultaneamente preenche a lacuna de 
fita simples resultante, por sua atividade de polimerase. De 
fato, a sua atividade de exonuclease 5' — > 3' aumenta 10 vezes 
quando a função de polimerase está ativa. Talvez as ativida- 
des de excisão e polimerização simultâneas da Pol I protej am 
o DNA da ação de nucleases celulares que poderiam danificar 
ainda mais ao DNA, caso ele ficasse com lacunas expostas. 

i. A Po! I catalisa a tradução de cadelas com quebras (n/ck 
translation) 

As atividades de exonuclease 5' — » 3' e de polimerase combi- 
nadas da Pol I podem substituir os nucleolídeos do lado 5' de 
uma quebra de fita simples em um DNA sem qualquer outro 
tipo de dano. Essas reações, de fato, promovem a tradução 
(movimento) de cadeias com quebras em direção à extremi- 
dade 3' da fita de DNA, sem alterar a molécula de qualquer 
outra maneira, (Fig. 30.11). Esse processo de tradução de ca- 
deias com quebras (nick translation), na presença de dNTPs 
marcados, é empregado na preparação sintética de DNA al- 
tamente radioativo (as quebras necessárias podem ser gera- 
das pelo tratamento do DNA com uma pequena quantidade 
de Dnase I pancreática). 

j. A atividade de exonuclease 5' -» 3' da Pol i funciona 
fisiologicamente para remover os Iniciadores de RNA 

A atividade de exonuclease 5' — > 3' da Pol I também remove 
os iniciadores de RNA das extremidades 5' do DNA recém - 
-sintetizado, enquanto a sua atividade de DNA-polimerase 
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FIGURA 30.11 A tradução de cadeias com quebras ( nick 
translation) que é catalisada pela Pol I. 


preenche as lacunas resultantes (Fig. 5.34). A importância 
dessa função foi demonstrada pelo isolamento de mutantes 
de E. coli sensíveis à temperatura que não são viáveis e nem 
apresentam atividade de exonuclease 5' — » 3' na temperatu- 
ra restritiva de ~ 43° C (o baixo nível de atividade de poli- 
merase no mutante da Pol I isolado por Cairns e De Lucia 
é aparentemente suficiente para executar esse processo es- 
sencial de preenchimento de lacuna durante a replicação do 
cromossomo). Assim, a Pol I possui um papel indispensável 
na replicação do DNA de E. coli, embora ele seja diferente 
daquele que foi primeiramente sugerido. 


B. DNA-polimerase III 

A descoberta de mutantes de E. coli que se multiplicavam 
normalmente e que apresentavam atividade de Pol I muito 
reduzida estimulou a busca de uma atividade de polimerase 
adicional. Esse esforço foi recompensado pela descoberta de 
mais duas enzimas, denominadas, de acordo com a ordem em 
que elas foram descobertas, DNA-polimerase n ( Pol II) e 
DNA-polimerase III (Pol III) . As propriedades dessas enzi- 
mas são comparadas com as da Pol I na Tabela 30.1. A Pol II 
e a Pol III não haviam sido previamente detectadas porque 
suas atividades combinadas nos ensaios utilizados represen- 
tam normalmente < 5 % da atividade da Pol I. 

Um mutante de E. coli sem atividade mensurável de Pol 
II multiplica-se normalmente. Entretanto, a Pol II foi impli- 
cada como participante no reparo do DNA lesado, por meio 
da resposta SOS (Seção 30.5D), assim como duas outras en- 
zimas de E. coli que foram mais recentemente descobertas: 


TABELA 30.1 Propriedades de DNA-polimerases de E. coli 



Poli 

Pol II 

Pol III 

Massa (kDa) 

103 

90 

130 

Moléculas/célula 

400 

? 

* 

10-20 

Processivid ade * 

600 

30 

9.000 

Gene estrutural 

pol A 

polB 

polC 

Mutante letal condicional 

+ 

— 

+ 

Polimerização: 5' — ► 3' 

+ 

+ 

+ 

Exonuclease: 3' — » 5' 

+ 

+ 


Exonuclease: 5' — » 3' 

+ 

— 

— 

*Nudeotídeos polimerízados min * molécula 1 a 37°C. 

Fonte: Kornberg, A. ? and Baker, T.A., DNA replication (2nd ed.) s p. 167 


Freeman (1992). 
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A DNA-polimerase IV (Pol IV) e a DNA-polimerase V (Pol 

V) (Seção 30.5Db). 

a. A Pol Hl é a replicase do DNA de E. c o/i 
A interrupção da replicação do DNA em mutantes polC 
sensíveis à temperatura em temperaturas acima da restritiva 
(alta) demonstrou que a Pol III é a replicase do DNA de E. 
coli. O núcleo da Pol III ( Pol III core) tem a composição de 
subunidades ae 0 , onde a, o produto do gene polC (Tabela 
30.2), contém a função de polimerase. As propriedades ca- 
talíticas do núcleo da Pol III se assemelham àquelas da Pol I 
(Tabela 30.1), exceto pela incapacidade do núcleo da Pol III 
de replicar ssDNA iniciado (primed ) ou dsDNA quebrado. 
O núcleo da Pol III atua in vitro em lacunas de fitas simples 
de < 100 nucleotídeos, uma situação que provavelmente se 
assemelha ao estado do DNA na forquilha de replicação. A 
função de exonuclease 3' — > 5' de Pol III, que se localiza na 
subunidade e da enzima, é o editor primário do DNA du- 
rante a replicação; ela aumenta a fidelidade de replicação da 
enzima em até 200 vezes. Entretanto, a exonuclease 5' — > 3' 
da Pol III atua apenas sobre ssDNA, de forma que ela não 
pode catalisar a tradução de cadeias com quebras. 6 é uma 
proteína acessória que estimula a função de edição de e. 

A estrutura por raios X dos resíduos de 1 a 917 da su- 
bunidade a da Pol III de E. coli, de 1160 resíduos, determi- 
nada por Mike 0’Donnell e John Kuriyan, revela que essa 
proteína apresenta os domínios esperados de polegar, dedos 
e palma (Fig. 30.12). Apesar disso, ela não apresenta simi- 
laridade significativa de sequência e tem um dobramento 
diferente do de outras duas polimerases de estruturas co- 
nhecidas (ambas de bactérias gram-positivas). Além disso, a 
subunidade a de Pol III apresenta um domínio N-terminal 
PHP (polimerases e histidinol fosfatase, de p olymerases and 
h istidinol phosphatase) que suporta ambos os domínios de 
palma e polegar. 

O núcleo de Pol III ( a£0 ) funciona , in vivo, como parte de 
uma complicada e lâbil enzima de múltiplas subunidades, a ho- 


TABEU 30.2 Componentes da holoenzima DNA-polimerase 

UI de E. coli 


Subunidade 

Massa (kDa) 

Gene estrutural 

a* 

Í30 

polC (dnaE) 

£* 

27,5 

dnaQ 

e* 

10 

holE 


71 

dn aX*** 

py ** 

45,5 

dnaX*** 

g** 

35 

holA 


33 

holB 

X ** 

15 

holC 

l||** 

12 

holD 

P 

40,6 

dnaN 


* Componentes do núcleo da Pol III. 

** Componentes do complexo 7 . 

*** As subunidades 7 e t são codificadas pela mesma sequência gênica; a 
subunidade 7 consiste na extremidade N-terminal da subunidade t. 

Fontes: Kornberg, A., and Baker, T.A., DNA replication (2nd ed.), p. 169, 
Freeman (1992); e Baker, T. A., e Wickner, S.H., Annu. Rev. Genet. 26, 450 
(1992). 



Dedos 


Palma 


FIQURA 30.12 A estrutura por raios X da subunidade a da Pol 
UI de E. coli. A proteína está desenhada na forma de fitas, com 
seus domínios de polegar, PHP, palma e dedos em verde, azul, ma- 
genta e cor de laranja, respectivamente. Note a forma semelhante 
a uma mão da proteína, mas ela está dobrada completamente di- 
ferente de Klentaql (Fig. 30.9). (Baseada na estrutura por raios X 
de Mike CFDonnell, The Rockefeller University, e John Kuriyan, 
University of Califórnia at Berkeley, EUA. PDBid 2HQA.) 


loenzitna Pol III, a qual consiste em pelo menos 10 tipos de su- 
bunidades (Tabela 30.2). As últimas 7 subunidades na Tabela 
30.2 atuam para modular a atividade do núcleo de Pol III. Por 
exemplo, o núcleo de Pol III apresenta uma processividade de 
10 a 15 resíduos; ele pode preencher apenas regiões de DNA 
de fita simples curtas. Entretanto, o núcleo de Pol III se torna 
processivo pela associação com a subunidade (3 na presença 
do complexo 7 de 7 subunidades ( 7 t 2 88 'x 1 P)- A montagem da 
enzima processiva é um processo de duas etapas nas quais o 
complexo 7 transfere a subunidade |3 para o molde iniciado 
em uma reação dependente de ATP seguida pela montagem 
do núcleo de Pol III com a subunidade {3 sobre o DNA (Seção 
30.3Cc). A subunidade [3 confere, basicamente, uma processi- 
vidade ilimitada (> 5.000 resíduos) ao núcleo da enzima, mes- 
mo que o complexo 7 sej a removido de maneira subsequen- 
te. De fato, a subunidade [3 está muito fortemente ligada ao 
DNA, embora ela possa deslizar livremente ao longo dele. 

b. A subunidade (3 constituí um grampo deslizante em forma 
de anel 

A observação de que uma subunidade [3 fechada sobre um 
DNA circular clivado desliza até a quebra e se desprende 
sugere que ela forma um anel fechado ao redor do DNA, o 
que impede o seu escape. Kuriyan e 0’Donnell determina- 
ram a estrutura por raios X da subunidade (3 em complexo 
com um DNA molde-iniciador (dsDNA com uma extensão 
de fita simples na extremidade 5' de uma de suas fitas, a fita 
molde). A proteína forma um homodímero de unidades mo- 
noméricas de 366 resíduos em forma de C, que se associam 
para formar uma estrutura de ~ 80 À de diâmetro com a 
forma de uma rosca (Fig. 30.13a), que é equivalentemente 
conhecida como grampo deslizante ou grampo (3 . O orifício 
central do grampo deslizante tem ~35 A de diâmetro, que é 
maior do que os diâmetros de 20 e 26 Â dos B- e A-DNAs 
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FIGURA 30.13 A estrutura por raios X da subunidade (5 da holoenzima Po) IQ de E. coli em complexo com DNA. (a) O grampo 
deslizante homodimérico está desenhado na forma de fitas embutido no diagrama de sua superfície semitransparente e visualizada 
ao longo de seu eixo duplo com uma subunidade em magenta e a outra colorida na ordem das cores do arco-íris a partir de sua 
extremidade N-terminal (azul) para a extremidade C-terminal (vermelha). O DNA, que consiste em um segmento de fita dupla de 
10 pb com uma extensão de fita simples de 4 nt na extremidade 5' de uma de suas fitas, está desenhado na forma de bastão, com 
os átomos de C da fita-molde em ciano, os da fita iniciadora em verde, N em azul, O em vermelho e P em cor de laranj a, e com um 
bastão cor de laranja conectando átomos de P sucessivos em cada fita. (b) Diagrama parcial da estrutura da Parte a com uma rota- 
ção de 90° sobre o eixo horizontal. O DNA, que está mostrado na forma de volume atômico, está inclinado por — 22° em relação 
ao eixo duplo da proteína, que está na vertical nesse diagrama. Note que em um sistema em replicação, a fita do iniciador deveria 
estar estendida em direção ao topo do diagrama. (Baseada na estrutura por raios X de John Kuriyan, University of Califórnia at 
Berkeley, EUA, e Mike 0’Donnell, The Rockefeller University, EUA. PDBid 3BEP.) 


(lembre que as hélices híbridas que os iniciadores de RNA 
formam com o DNA apresentam conformações similares à 
do A-DNA; Seção 29.1Bc). Cada subunidade p é compos- 
ta de seis motivos em tandem [3 a (3 [3 [3 de topologia idêntica, 
que se associam em pares para formar três domínios simé- 
tricos pseudoduplos bilaterais de estruturas muito similares 
(apesar de com < 20% de identidade de sequência). O anel 
dimérico tem, portanto, a forma de uma estrela de seis pon- 
tas, na qual as 12 hélices cobrem o anel central e as fitas p se 
associam em seis folhas p que formam a superfície externa 
da proteína. Cálculos eletrostáticos indicam que a superfície 
interna do anel é positivamente carregada, enquanto a sua 
superfície externa é carregada negativamente. 

As hélices a que revestem o orifício central da proteína 
estão orientadas de modo a ficarem perpendicularmente posi- 
cionadas em relação aos seus segmentos radiais adjacentes da 
cadeia de açúcar-fosfato. Essas hélices, portanto, estendem- 
-se sobre as cavidades maior e menor do DNA, em vez de 
entrarem no interior delas, como o fazem muitas héüces que 
realizam interações sequência-específicas com dsDNA (Seção 
31.3Da). Como A- e B-DNAs têm 11 e 10.5 pb por volta, en- 
quanto o grampo deslizante tem uma simetria pseudododeca- 
édrica, parece que o grampo deslizante fortemente minimiza 
suas associações com o DNA que passa por ele, o que facilita 


a passagem desimpedida do DNA através do grampo desli- 
zante. Apesar disso, o eixo da hélice do DNA iniciador-molde 
está inclinado em direção ao eixo duplo da proteína homodi- 
rnérica por —22° de tal forma que o seu segmento de ssDNA 
faz contatos de van der Waals com uma porção específica da 
parede interna do grampo [3 (Fig. 30.13b; em estudos de cons- 
trução de modelos prévios, com base na estrutura do grampo 
deslizante sozinho, assumiu-se que esses eixos fossem coinci- 
dentes). De fato, o DNA iniciador-molde se liga ao grampo 
deslizante ~4 vezes mais fortemente do que o faz um dsDNA 
e mutações em resíduos que interagem com o segmento de 
ssDNA reduzem a eficiência da replicação do DNA. Assim, 
como está explicado na Seção 30.3Cc, a interação entre o ssD- 
NA e o grampo deslizante é fisiologicamente significativa. 

C. Desenrolando o DNA: Helicases e proteínas de ligação a 
DNA de fita simples 

A holoenzima Pol III, ao contrário da Pol I, não é capaz 
de desenrolar o dsDNA. Em vez disso, três proteínas, a 
proteína DnaB ( o produto do gene dnaB; proteínas podem 
ser designadas pelo nome do gene que as especifica, mas em 
letras romanas e com a primeira letra maiúscula), a helica- 
se Rep e a proteína de ligação a DNA de fita simples (SSB, 
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TABELA 30.3 Proteínas de ligação e de desenrolamento na 

repli cação do DNA de E. coli 


Proteína 

Estrutura da subunidade 

Massa da subunidade 
(kDa) 

Proteína DnaB 

Hexâmero 

50 

SSB 

Tetrâmero 

19 

Proteína Rep 

Monômero 

68 

Proteína PriA 

Monômero 

76 


Fonte: Kornberg, A. ? e Baker, T.A., DNA Replica tio n (2nd ed.), p. 366 ? 
Freeman (1992)* 

de single-strand binding protein) (Tabela 30.3), atuam em 
conjunto para desenrolar o DNA antes de uma forquilha de 
replicação que avança (Fig. 30.14), por um processo que é 
movido pela hidrólise de ATP. 

a. Helicases hexaméricas separam mecanicamente as fitas 
de dsDNA, escalando uma das fitas 
O acesso à informação genética codificada em um ácido nu- 
cleico helicoidal duplo exige que as suas fitas que estão com 
as bases pareadas sejam separadas. As proteínas que fazem 
isso, que são conhecidas como helicases, formam um grupo 
diverso de enzimas que facilitam várias funções, incluindo a 
replicação, a recombinação e o reparo do DNA, além da ter- 
minação da transcrição (Seção 31.2Da), do splicing de RN A 
e da edição de RNA (Seção 31. 4A). De fato, todas as formas 
de vida contêm helicases, 12 variedades das quais ocorrem 
em E. coli. Uma helicase atua translocando-se ao longo de 
uma fita de um ácido nucleico de dupla-hélice, de forma a 
separar as fitas em seu trajeto. Isso, é claro, requer energia 
livre, e, portanto, as helicases são movidas pela hidrólise de 
NTP. As helicases foram classificadas em seis superfamílias 
que variam em suas características, incluindo suas direções 
de translocação ao longo das fitas simples às quais estão li- 
gadas (5' — » 3' ou 3' — > 5') e se elas funcionam como anéis 
hexaméricos ou como dímeros. 

A proteína DnaB de E. coli, uma helicase hexamérica 
de subunidades idênticas de 471 resíduos, separa as fitas de 
dsDNA à medida que se desloca ao longo do molde da fita 
tardia na direção 5' -* 3', enquanto hidrolisa ATP (ela tam- 
bém pode utilizar trifosfato de guanosina [GTP, de guano- 
sine triphosphate] e trifosfato de citidina [CTP, de cytidine 
triphosphate], mas não trifosfato de uridina [UTP, de uridine 
triphosphate]). Estudos de microscopia eletrônica (ME) e 
por raios X revelam que a DnaB forma um anel hexaméri- 
co que, dependendo das condições, apresenta simetria C 3 ou 
Q, o qual circunda um canal central de — 30 Â de diâme- 
tro. A DnaB hexamérica se liga a três moléculas de prima- 
se através do último domínio de ligação da helicase (Seção 
30.2E) . De forma semelhante, a helicase/prímase do gene 4 
do bacteriófago T7 (o bacteriófago T7 infecta E. coli) forma 
um anel hexagonal de duas camadas (Fig. 30.15), cujos do- 
mínios N-terminais (resíduos 1-271) contêm a sua atividade 
de primase e cujos domínios C-terminais (resíduos 272-566) 
executam a sua função de helicase. A helicase/primase do 
gene 4 de T7 (também chamada T7 gp4; gp de gene product, 
produto gênico) se transloca ao longo do ssDNA na direção 
5' — » 3' enquanto hidrolisa, preferencialmente, dTTP (mas 
também hidrolisa dATP e ATP) . 


SSB 



FIGURA 30.14 O desenrolamento do DNA pela ação combi- 
nada das proteínas DnaB e SSB. A proteína hexamérica DnaB 
movimenta-se ao longo do molde da fita tardia na direção 
5' — > 3'. As fitas de DNA separadas resultantes são impedidas 
de se reanelarem devido à ligação da SSB. 

Leemor Joshua-Tor determinou a única estrutura por 
raios X conhecida de uma helicase hexamérica em comple- 
xo com o DNA, que é a da proteína El do papilomavírus 
bovino, a qual se transloca ao longo do ssDNA na direção 
3' — > 5' (a direção oposta de DnaB e T7 gp4). A proteína 
nessa estrutura, a qual contém os 274 resíduos C-terminais 
da proteína El, de 605 resíduos, consiste em dois domínios: 
um domínio de oligomerização N-terminal de 74 resíduos 
e um domínio AAA+ C- terminal de 200 resíduos (AAA+ 
para ATP as es associadas com atividades celulares; uma fa- 
mília de proteínas funcionalmente diversa). Existem duas 
famílias de helicases hexaméricas, a família RecA e a fa- 



FIGURA 30.15 Reconstrução de imagem com base em micros- 
copia eletrônica da helicase/primase do gene 4 do bacteriófago 

T7. Nesse anel hexamérico de duas camadas (amarelo), o lobo 
menor de cada subunidade forma o domínio N-terminal da pri- 
mase e o lobo maior forma o domínio C-terminal da helicase. 
Postula-se que a proteína interaja com o DNA como está repre- 
sentado nesse modelo de uma forquilha de DNA consistindo 
em um segmento de fita dupla de 30 pb e dois segmentos de fita 
simples de 25 nt, com a extremidade 5' passando através do anel 
hexamérico. A maneira pela qual a extremidade 3' interage com 
a proteína, caso isso realmente ocorra, é desconhecida. (Corte- 
sia de S.S. Patel e K.M. Picha, University of Medicine and den- 
tistry of New Jersey, EUA.) 
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RGURA 30.16 Estrutura por raios X da helkase El do papiloma vírus bovino em complexo com poli(dT) e ADP. (a) A proteína 
está desenhada na forma de fitas, visualizada ao longo do eixo pseudo-hexaédrico do homo-hexâmero, com cada subunidade protei- 
ca colorida de forma diferente e com o domínio de oligomerização de cada subunidade mais levemente sombreado que seu domínio 
AAA+ . As alças de proteína, que se estendem radialmente para a parte de dentro de cada subunidade para interagir com os grupos 
fosfato do DNA, estão em púrpura. O poli(dT), 6 nt do qual são visíveis, está desenhado na forma de bastão com C cinza, N azul, O 
vermelho e P cor de laranja e com sucessivos átomos de P unidos por um bastão cor de laranja. Sua extremidade 5' está próxima do ob- 
servador. O ADP está mostrado na forma de volume atômico com C verde, N azul, O vermelho e P cor de laranja, (b) Vista lateral da 
proteína relatada na Parte a após uma rotação de 90° sobre o eixo horizontal. Os domínios AAA+ azul e verde da Parte a, com exces- 
são das alças que interagem com o DNA, foram deletados para expôr o DNA, que está desenhado na forma de volume atômico. (Com 
base na estrutura por raios X de Leemor Joshua-Tor, Cold Spring Harbor Laboratory, New York, EUA. PDBid 2GXA.) 


mília AAA+. Helicases hexaméricas pertencentes à famí- 
lia RecA (RecA cataliza a recombinação homóloga; Seção 
30.6Ab), tais como DnaB e T7 gp4, se translocam na dire- 
ção 5' — > 3' e estão presentes principalmente em eubactérias 
e seu fagos, enquanto as helicases hexaméricas da família 
AAA+, tais como a proteína El, se translocam na direção 
3' — ► 5' e ocorrem principalmente em arqueas, eucariotos e 
seus vírus. 

A estrutura de El revela que essa helicase, que foi crista- 
lizada com ADP e um poli(dT) de 13 nt (embora apenas 6 nt 
sejam visíveis na estrutura por raios X), forma um anel hexa- 
gonal de duas camadas, nas quais os domínios de oligomeri- 
zação formam um rígido colar com uma simetria hexaédrica 
praticamente perfeita. Em contraste, os domínios AAA+ 
desviam significativamente dessa simetria (Fig. 30.16a). Um 
ADP está ligado em um sítio radialmente periférico entre 
cada par de domínios AAA+ vizinhos. O poli (dT) forma 
uma hélice voltada para a direita que se liga no diâmetro ex- 
tremamente estreito, de ~ 13 À, do canal central do domínio 
AAA+ do hexâmero (que é muito apertado para permitir 
um dsDNA) com sua extremidade 5' direcionada ao topo do 
hexâmero na Fig. 30.16. Cada um dos grupos fosfato do DNA 
interage com uma alça positivamente carregada (resíduos 
505-508) que se estende radialmente para o interior de cada 
domínio AAA+ e, assim, essas alças formam um arranjo que 
se assemelha a uma espiral voltada para a direita que arras- 
ta o esqueleto açúcar-fosfato do ssDNA. Aparentemente, a 
proteína avança através de uma série de modificações con- 
formacionais dirigidas por ATP que, via interações com as 
alças, empurra o ssDNA através do canal da base para o topo 
na Fig. 30.165. Durante esse processo, cada alça se mantém 


presa no mesmo grupo fosfato. A hidrólise de ATP ocorre 
próxima à base da escada em espiral e a liberação do ADP 
ocorre entre as sub unidades localizadas próximas ao seu 
topo. Um novo ATP se liga, então, a esse sítio, que faz que a 
alça mais próxima ao topo caia para a base da escada, onde 
ela se liga ao próximo grupo fosfato disponível e repete o ci- 
clo catalítico. Assim, a helicase El separa mecanicamente as 
fitas de dsDNA puxando-se ao longo da cavidade de uma fita 
na sua direção 3' —> 5', mas sem se virar em relação ao DNA. 

b. Dímeros da helicase Rep separam as fitas de dsDNA por 
um mecanismo “ativo, rolante” 

Duas outras helicases, a helicase Rep e a proteína PriA, fo- 
ram implicadas na replicação de vários DNAs de fagos de E. 
coli (Seção 30.3B) e também participam em certos aspectos 
da replicação do DNA da bactéria (Seção 30.3C). Ambas as 
proteínas deslocam-se ao longo do DNA na direção 3' — > 5' 
(e, por conseguinte, ao longo da fita oposta à da DnaB), en- 
quanto hidroüsam ATP. A helicase Rep não é essencial para 
a replicação do DNA de E. coli, mas a velocidade na qual a 
forquilha de replicação se propaga é reduzida ~2 vezes em 
mutantes rep\ 

A helicase Rep é um monômero de 673 resíduos em 
solução, mas dimeriza ao ligar-se ao DNA. Ambas as subu- 
nidades do dímero de Rep ligam-se a ssDNA ou a dsDNA 
de modo que a ligação de uma subunidade ao DNA ini- 
be fortemente a ligação a DNA da outra subunidade (co- 
operatividade negativa). Essa observação levou Timothy 
Lohman a propor o mecanismo “ativo, rolante” para o 
desenrolamento do DNA mediado pela Rep. Nesse me- 
canismo, as duas subunidades do dímero se alternam na 
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FIGURA 30.17 Mecanismo ativo rolante para o desenrola mento do DNA pela helicase Rep. (1) A subimidade da helicase Rep dímé- 
rica que não está ligada ao ssDNA liga-se ao dsDNA, acompanhada pela ligação de ATP. (2) A subunidade ligada ao dsDNA desenrola 
a fita dupla e permanece ligada à fita terminada em 3'. (3) Em um processo que é acompanhado pela liberação dos produtos da hidrólise 
de ATP, a subunidade mais próxima da extremidade 3' do ssDNA ao qual a Rep A está associada é liberada, em preparação para um 
novo delo de desenrolamento do dsDNA. (Cortesia de Gabriel Waksman, Washington University School of Medicine, St. Louis, EUA.) 


ligação ao dsDNA e à extremidade 3' do ssDNA na junção 
ssDNA/dsDNA (Fig. 30.17). As duas sub unidades, então, 
“caminham” ao longo do DNA enquanto o desenrolam, 
de uma maneira dependente de ATP, por meio de um me- 
canismo de troca de subunidade, no qual a subunidade da 
helicase que está ligada ao dsDNA desloca a sua fita de 
partida 5', enquanto permanece ligada à sua fita de partida 
3'. A liberação da outra subunidade do dsDNA iniciador 3' 
permite, então, que essa subunidade se ligue à nova extre- 
midade do dsDNA e a desenrole, continuando dessa forma 
o ciclo. 

A estrutura por raios X da helicase Rep de E. coli em 
complexo com um ssDNA curto de dT(pT) 15 e ADP (Fig. 
30.18), determinada por Lohman e Waksman, revela que à 
molécula de ssDNA relativamente retilínea se ligam dois 
monômeros de Rep que estão em contato entre si. Um mo- 
nômero de Rep é composto de dois domínios, 1 e 2, cada um 
dos quais é formado por dois subdomínios, A e B, com os 
dois subdomínios N- terminais (IA e 2A) homólogos entre 
si. Nos dois monômeros de Rep que estão ligados ao mes- 
mo DNA, o subdomínio 2B apresenta orientações marcan- 
temente diferentes em relação aos outros três subdomínios 
(Fig. 30.18). O monômero de Rep que está ligado à extremi- 
dade 5' do ssDNA (à qual ele contacta entre as bases 1 e 8) 
assume uma conformação “aberta”, na qual os quatro subdo- 
mínios formam um conjunto que lembra uma garra de caran- 
guejo, com um dos lados da pinça (subdomínio 2B) maior do 
que o outro (subdomínio 1B). O DNA fica ligado na base da 
fenda resultante, cujo assoalho é formado pelos subdomínios 
IA e 2A. No monômero de Rep que se liga à extremidade 3' 
do ssDNA (que ele contacta entre as bases 9 e 16), o subdo- 
mínio 2B foi reorientado em relação aos outros subdomínios, 
por meio de uma rotação de 130° em torno de uma região 
de dobradiça entre os subdomínios 2A e 2B , o que fecha a 
fenda sobre o DNA para formar a conformação “fechada”. 
Essa mudança conformacional é consistente com o mecanis- 
mo ativo, rolante, mesmo que a maneira pela qual os dois 
monômeros de Rep formam o dímero observado em solução 
permaneça desconhecida. O ADP liga-se à Rep entre seus 
subdomínios IA e 2A em uma posição muito próxima à do 
DNA, sugerindo que as mudanças conformacionais no sítio 


de ligação a ATP que surgem a partir da sua hidrólise sej am 
transmitidas ao sítio de ligação do DNA por elementos es- 
truturais secundários que fazem contato com ambos os sítios. 
A maneira pela qual a Rep separa as duas fitas do dsDNA 
ainda é desconhecida. 



FIGURA 30.13 Sobreposição das estruturas por raios X da he- 
licase Rep em suas conformações aberta e fechada em complexo 
com dT(pT) 15 e ADP. O monômero na conformação aberta 
está representado na forma de fitas e colorido de acordo com a 
estrutura secundária (hélices em magenta, folhas |3 em amarelo 
e espirais, coils, em ciano), com o segmento de ssDNA e o ADP 
ligados a ele representados na forma de bastões em azul e em 
vermelho. Na conformação fechada, o subdomínio 2B (fita ver- 
de transparente) girou, por um movimento de dobradiça de 130° 
em relação ao subdomínio 1 A, 1B e 2A, para fechar-se sobre o 
ssDNA. (Cortesia de Gabriel Waksman, Washington University 
School of Medicine, St. Louis, EUA. PDBid 1UAA.) 
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c. A proteína de ligação a DNA de fita simples impede que o 
ssDNA se reassocie 

Se deixadas sem interferência, as fitas de DNA separadas 
após a passagem de uma helicase rapidamente se reassocia- 
riam para formar dsDNA novamente. O que as impede de 
fazerem isso é a interação com a proteína de ligação a DNA 
de fita simples (SSB). Ela também impede que o ssDNA for- 
me estruturas secundárias intramoleculares fortuitas (hastes 
helicoidais) e o protege de nucleases. Numerosas cópias de 
SSB cobrem cooperativamente o ssDNA, mantendo-o, por- 
tanto, em um estado não pare ado. Note, porém, que o ssD- 
NA deve ser liberado das SSBs antes que ele possa ser repli- 
cado pela holoenzima Pol III. 

A SSB de E. coli é um homotetrâmero de subunidades 
de 177 resíduos. A SSB liga-se a ssDNA de vários modos 
distintos, referidos como (SSB) „ que diferem no número de 
nucleotídeos (n) ligados a cada tetrâmero. Os dois modos 



FIGURA 30.19 Estrutura por raios X da SSB de E. coli em 
complexo com dCfpC)^. O homotetrâmero, que tem simetria 
D 2 , é visualizado ao longo de um de seus eixos duplos, com os 
seus dois outros eixos duplos na horizontal e vertical. Cada uma 
das subunidades (que incluem 134 resíduos N-terminais do po- 
lipeptídeo de 177 resíduos) está colorida de forma diferente. As 
duas moléculas de ssDNA associadas à proteína estão repre- 
sentadas na forma de volume atômico, coloridas de acordo com 
o tipo de átomo, com C da fita superior ciano, C da fita inferior 
em verde, N azul, O vermelho e P cor de laranja. (A fita infe- 
rior está parcialmente desordenada e, portanto, parece consistir 
de dois segmentos.) (Com base em uma estrutura por raios X 
de Timothy Lohman e Gabriel Waksman, Washington Univer- 
sity School of Medicine St. Louis, EUA. PDBid 1EYG.) 


principais são (SSB) 35 , no qual apenas duas subunidades do 
tetrâmero interagem fortemente com o ssDNA, e (SSB) 65 , no 
qual todas as quatro subunidades interagem com o ssDNA. 
O modo (SSB) 3i ; apresenta uma cooperatividade ilimitada, 
uma vez que forma cordões estendidos de tetrâmeros em 
contato entre si ao longo da extensão do ssDNA associado 
a eles. Já o modo (SSB) 65 apresenta uma cooperatividade li- 
mitada, pois forma agrupamentos de contas sobre o ssDNA, 
que são compostos de apenas uns poucos tetrâmeros em con- 
tato entre si. 

Estudos de proteólise mostraram que o sítio de liga- 
ção ao ssDNA da SSB está contido nos seus 115 resíduos 
N-terminais. A estrutura por raios X do fragmento quimo- 
tríptico da SSB de E. coli (resíduos 1-135) em complexo com 
dC(pC) 34 , determinada por Lohman e Waksman, revela que 
a proteína tetramérica possui simetria D 2 e liga-se a duas mo- 
léculas de dC(pC) 34 (Fig. 30.19). Para um desses oligômeros 
de 35 nt, 28 nucleotídeos (resíduos 3-30) permaneceram vi- 
síveis e assumiram a forma de uma ferradura alongada, que 
envolveu as duas subunidades de SSB com uma simetria 
aproximadamente dupla e com seu vértice em contato com 
uma terceira subunidade. O outro ssDNA associado à estru- 
tura estava parcialmente desordenado, de modo que apenas 
dois segmentos ficaram visíveis, um com 14 nt (resíduos 3-16) 
e o outro com 9 nt (resíduos 19-27). A trajetória dos segmen- 
tos de ssDNA ao longo da superfície de SSB sugeriu mode- 
los que racionalizam as diferentes propriedades de (SSB) 35 
e (SSB) 65 . No modelo (SSB) 65 , as duas extremidades de um 
segmento de 65 nt emergem do mesmo lado do tetrâmero, o 
que limitaria o número de tetrâmeros de SSB capazes de se 
ligarem a segmentos de ssDNA de 65 nt contíguos. No mo- 
delo (SSB) 35 , contudo, as duas extremidades de um segmento 
de 35 nt emergem de extremidades opostas do tetrâmero, e, 
por isso, permitem que uma série ilimitada de tetrâmeros de 
SSB interajam extremidade com extremidade ao longo da 
extensão de um ssDNA. 

D. DNA-Ugase 

A Pol I, como visto na Seção 30.2 A, substitui os RN As inicia- 
dores dos fragmentos de Okazaki por DNA por meio da tra- 
dução de cadeias com quebras ( nick translation). As quebras 
de fita simples resultantes entre fragmentos de Okazaki adja- 
centes, bem como as quebras no DNA circular após a síntese da 
fita-líder, são fechadas em uma reação catalisada pela DNA- 
ligase. A energia livre necessária para essa reação é obtida de 
uma maneira dependente da espécie, por meio da hidrólise 
acoplada tanto de NAD + para NMN r + AMP, como de ATP 
para PP ; + AMP. A enzima de E. coli , que também é conhe- 
cida como LigA, é um monômero de 671 resíduos que utiliza 
NAD + e catalisa uma reação de três etapas (Fig. 30.20): 

1. O grupo de adenilila do NAD ! é transferido para o gru- 
po e-amino de um resíduo de Lys da enzima, para formar um 
aduzido de fosfoamida incomum, que, apesar disso, é facil- 
mente isolado. 

2. O grupo de adenilila dessa enzima ativada é transferido 
para a extremidade fosforila 5' da quebra (nick) para formar 
um DNA adenililado. Aqui, o AMP é ligado ao nucleotídeo 
5' por meio de um pirofosfato, em vez da ligação fosfodiéster 
usual. 
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FIGURA 30.20 As reações catalisadas pela DNA-ligase de E. 
coli. Nas DNA-ligases eucarióticas e de T4, o NAD é subs- 
tituído por ATP, de modo que, em vez de NMN 1 , PP, é elimi- 
nado na primeira etapa da reação. As etapas numeradas estão 
descritas no texto. 


3. A DNA-ligase catalisa a formação de uma ligação fosfo- 
diéster, por um ataque do 3'-OH sobre o grupo 5'-fosforila, 
selando assim o corte e liberando AMP. 

As DNA-ligases que necessitam de ATP, como aquelas de 
todos os eucariotos e do bacteriófago T4, liberam PP ; na 
primeira etapa da reação, em vez de NMN + . A ligase de T4 
também é notável no sentido de que, em elevadas concen- 
trações de DNA, ela é capaz de unir dois dúplices de DNA 
(ligação de extremidades cegas, blunt end liga tio n ) em uma 
reação que é extremamente útil para a engenharia genética 
(Seção 5.5C). 

A estrutura por raios X da DNA ligase de E. coli em 
complexo com um dsDNA de 26 pb com uma única quebra e 
AMP foi determinada por Stewart Shuman. O complexo foi 
formado pela reação da proteína com NAD na presença de 
Mg 2+ (formando, assim, o produto de fosfoamida da etapa 1 
da reação da DNA ligase; Fig. 30.20), removendo o Mg“ + e, 
assim, adicionando o dsDNA com quebras. A estrutura por 


raios X de cristais desse complexo revelou que a proteína 
forma um grampo em forma de C que circunda um segmento 
de 19 pb de DNA centralizado sobre a quebra (Fig. 30.21). 
Além disso, o complexo avançou em direção à etapa 2 da 
reação, ou seja, o grupamento adenilila formou uma ligação 
pirofosfada com o grupo fosfato 5' na quebra. A razão pela 
qual a enzima não completou o seu ciclo catalítico, selando a 
quebra, é, provavelmente, devida à ausência de Mg 2 ' 

Os resíduos 587 a 671 formam um domínio que não é 
visível nessa estrutura por raios X, embora ele seja pobre- 
mente resolvido na estrutura por raios X da DNA ligase de 
Thermus filiformis. Aparentemente, esse domínio apresenta 
alta mobilidade, o que sugere que ele se dobre para fora para 
permitir que o substrato de dsDNA clivado da enzima se li- 
gue ao sítio ativo e, então, se dobre de volta para auxiliar a 
imobilizar o DNA. 

E. Prímase 

As primases de bactérias e de vários bacteriófagos seguem atrás 
da forquilha de replicação em movimento em uma associação 
estreita com a sua DNA-helicase. Assim o domínio N-terminal 
da helicase/primase do gene 4 de T7 executa a sua função de 
primase (Fig. 30.15), enquanto a primase de E. coli (DnaG) 
forma um complexo não covalente com a DnaB. Como essas 
DNA-helicases se translocam ao longo do molde de DNA da 
fita tardia na direção 5' —> 3' (Fig. 30.14), a primase deve in- 
verter a sua direção de movimento para sintetizar um iniciador 
de RNA na sua direção 5' — » 3'. DnaG, que é mantida no lo- 
cal de síntese de RNA iniciador através da sua associação com 
SSB, pode sintetizar iniciadores de até 60 nt in vitro, embora, 
in vivo, os iniciadores tenham a extensão de 11 ± 1 nt. Como 
uma forquilha de replicação de E. coli move-se a ~ 1.000 nt 
por segundo e os fragmentos de Okazaki possuem — 1.000 nt 
de extensão, cerca de um RNA iniciador deve ser sintetizado 
por segundo em cada forquilha de replicação. As primases ten- 
dem a iniciar a síntese em sequências específicas de 3 nt sobre 
o molde. Em E. coli essa sequência é GTA, a qual está super- 
-representada em moldes para a síntese da fita tardia. 

DnaG é uma proteína monomérica de 581 resíduos. 
Estudos de proteólise demonstraram que ela é constituída 
por três domínios: um domínio N-terminal de ligação a Zn 2 1 
(resíduos 1-110), o qual se liga de forma tetraédrica a um íon 
de Zn 2 + via três resíduos de Cys e um resíduo de His e está 
envolvido no reconhecimento do ssDNA; um domínio cen- 
tral de RNA-polimerase (resíduos 111-433) que realiza a sín- 
tese do iniciador; e um domínio C-terminal de ligação à he- 
licase (resíduos 434-581) que interage com DnaB. A DnaG 
isolada é fracamente ativa in vitro\ ela sintetiza iniciadores 
em uma taxa máxima de três por hora. Entretanto, na pre- 
sença de DnaB, ela sintetiza iniciadores na taxa observada 
in vivo. Uma vez que E. coli possui de 50 a 100 moléculas 
de DnaG por célula, isso presumidamente limita a síntese de 
iniciadores na forquilha de replicação. A importância dessa 
função é ressaltada pela gp4 de T7, cujas funções de helicase 
e primase residem no mesmo polipeptídeo (Fig. 30.15). 

A estrutura por raios X do domínio catalítico de DnaG 
em complexo com um ssDNA de 15 nt (Fig. 30.22), determina- 
da por James Berger, revela uma proteína em forma de caju, 
cujo enovelamento não está relacionado ao de qualquer ou- 
tra DNA- ou RNA-polimerase. Ela contém um segmento de 
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FIGURA 30.21 A estrutura por raios X da DNA-ligase de E. coli em complexo com um dsDNA de 26 pb com um único corte e 
AMP. (a) A enzima está desenhada na forma de fitas com seus quatro domínios coloridos, da extremidade N para a C, em azul, 
água-esverdeado, amarelo e vermelho. O dsDNA está mostrado na forma de escada com o esqueleto açúcar-fosfato da sua fita de 
26 nt em cor de laranja e aqueles das duas fitas de 13 nt em magenta e púrpura. O AMP, que está covalentemente ligado, através 
de uma ligação pirofosfato, ao grupo fosfato na extremidade 5' da fita púrpura, está desenhado na forma de volume atômico com 
C verde, N azul, O vermelho e P cor de laranja. A cadeia lateral do resíduo Lys 115, que forma o aducto fosfamida na etapa 1 da 
reação da DNA ligase (Fig. 30.20) está mostrado na forma de bastão com C magenta e N azul. Um íon de Zn 2 , representado por 
uma esfera em ciano, está tetraedricamente ligado por quatro resíduos de Cys. Ele está distante do sítio ativo e, portanto, parece 
desempenhar uma função estrutural, em vez de catalítica, {b- Os 4 pb do DNA clivado na área destacada na Parte a na ligação pi- 
rofosfato com o ATP, juntamente com a cadeia lateral do resíduo de Lys 115 são todos mostrados na forma de bastão. A estrutura 
é visualizada e colorida como na Parte a, mas com o DNA em cinza. A seta aponta a quebra de fita simples do DNA. (Com base na 
estrutura por raios X de Stewart Shuman, Sloan-Kettering Institute, New York, EUA, PDBid 20W0.) 

— 100 resíduos que é semelhante tanto em sequência como em 
estrutura a segmentos de topoisomerases dos tipos IA e IIA 
(Seção 29.3C), que foi, por isso, denominado enovelamen- 
to Toprim (de íopoisomerase e prim ase). O enovelamento 
Toprim consiste em uma folha (3 de 4 fitas paralelas flanque- 
ada por três hélices que lembram o enovelamento de ligação 
a nucleotídeos (enovelamento de Rossmann) (Seção 8.3Bi). 
O sítio ativo é marcado por vários resíduos que são altamente 
conservados em primases do tipo DnaG e, em particular, um 
resíduo de Glu e dois de Asp, os quais são invariáveis em to- 
dos os dobramentos Toprim e que, na estrutura por raios X 
de uma topoisomerase de tipo IIA, coordenam um íon Mg 2+ 
O ssDNA na estrutura, do qual apenas 5 nt são visíveis, 
ocupa uma cavidade positivamente carregada na superfície 
da subunidade catalítica que alimenta o seu centro catalítico. 
A proteína forma apenas poucas de pontes de hidrogênio e 
interações de van der Waals com o esqueleto açúcar-fosfato 
do DNA e nenhuma interação específica com suas bases. 
Aparentemente, essa cavidade de ligação ao DNA funciona 
para capturar, de forma não específica, um molde de DNA e 
direcioná-lo para o sítio ativo da enzima. 



FIGURA 30.22 Estrutura por raios X da primase de E. coli em 
complexo com ssDNA. A proteína está representada por sua 
superfície molecular colorida de acordo com o potencial eletros- 
tático, com vermelho para negativo, branco para quase neutro e 
azul para positivo. O DNA está desenhado na forma de bastão, 
com C e P amarelos, N azul e O vermelho. Note o caráter forte- 
mente básico da cavidade de ligação ao DNA e a natureza alta- 
mente acídica da região do sítio ativo. (Cortesia de James Ber- 
ger, University of Califórnia at Bekerley, EUA. PDBid 3B39.) 
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3 REPLI CAÇÃO PROCARIÓTICA 

Os bacteriófagos estão entre as entidades biológicas mais 
simples e seus mecanismos de replicação do DNÁ refletem 
esse fato. Muito do que se sabe sobre como o DNA é re- 
plicado, portanto, vem do estudo desse processo em vários 
fagos. Nesta seção, será examinada a replicação do DNA nos 
colifagos (bacteriófagos que infectam E. coli ) M13 e c|>X174 
e, depois, será considerada a replicação na própria E. coli. 
A replicação do DNA eucariótico é discutida na Seção 30.4. 

A, Bacteriófago M13 

O bacteriófago M13 contém um DNA circular de fita simples 
de 6.408 nt, conhecido como sua fita virai ou fita (+). Ao in- 
fectar uma célula de E. coli, essa fita dirige a síntese da sua fita 
complementar ou fita (-), para gerar a forma replicativa (RF, 
de replicative form ) de fita dupla circular, que pode tanto ter 
uma quebra (RF II) como estar superenrolada (RF I) . Esse 
processo de replicação (Fig. 30.23) pode ser considerado como 
um paradigma da síntese da fita-líder em um duplex de DNA. 

Logo que a fita (+) de M13 entra na célula de E. coli, ela é 
coberta por SSBs, com exceção de um segmento palindrômico 
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FIGURA 30.23 A síntese do DNA da fita de (— ) de M13 so- 
bre um molde de fita (+) para formar o DNA da RF I de M13. 


de 57 nt que forma um grampo. A RNA-polimerase inicia a 
síntese do iniciador de 6 nt antes do início do grampo e esten- 
de o RNA em 20 a 30 resíduos para formar um segmento de 
fita dupla híbrido RNA -DNA. O DNA que é deslocado do 
grampo é coberto por SSBs, de forma que, quando a RNA-po- 
limerase o alcança, a síntese do iniciador para. A holoenzima 
Pol III estende, depois, o iniciador de RNA em torno do cír- 
culo, para formar a fita (-). O iniciador é removido pela tradu- 
ção de cadeias com quebras {nick translation ) catalisada pela 
Pol I, formando, assim, a RF II, que é convertida na RF I pelas 
ações sequenciais da DNA-ligase e da DNA-girase. 

B. Bacteriófago 4>X174 

O bacteriófago 0X174, assim como o M13, contém um pe- 
queno (5.386 nt) DNA circular de fita simples. Curiosamente, 
a conversão in vivo do DNA virai do 0X174 em sua forma 
replicativa é um processo muito mais complexo do que aque- 
le do DNA de M13, pois a replicação do 0X174 requer a par- 
ticipação de um conjunto proteico de aproximadamente 600 
kDa, conhecido como primossomo (Tabela 30.4). 

a. A replicação da fita ( - ) do 0X174 é um paradigma para a 
síntese da fita tardia 

A síntese da fita ( - ) do 0X174 ocorre em um processo de 
seis etapas (Fig. 30.24) : 

1. A sequência de reações inicia da mesma maneira que 
em M13: a fita (+) é coberta com SSB, com exceção de um 
grampo de 44 nt. Uma sequência de 70 nt contendo esse 
grampo, conhecida como pos (de primosome assembly site, 
sítio de montagem do primossomo), é, então, reconhecida 
pelas proteínas PriA, PriB e PriC, que se ligam a ela. 

2. As proteínas DnaB e DnaC, na forma de um complexo 
DnaB 6 • DnaC 6 , são adicionadas ao DNA com a ajuda da 
proteína DnaT, por um processo que requer ATP. A pro- 
teína DnaC é, então, liberada, dando origem ao pré-primos- 
somo. Ao pré -primossomo liga-se, por sua vez, à primase, 
dando origem ao primossomo. 

3. O primossomo é propelido na direção 5' — ► 3' ao longo 
da fita (+) pelas helicases PriA e DnaB, às custas da hidró- 
lise de ATP. Esse movimento, que desloca a SSB do seu ca- 
minho, está na direção oposta àquela da leitura do molde 
durante a propagação da cadeia de DNA. 


TABELA 30.4 Proteínas do primossomo* 


Proteína 

Estrutura da 
subunidade 

Massa da subunidade 
(kDa) 

PriA 

Monômero 

76 

PriB 

Dímero 

11,5 

PriC 

Monômero 

23 

DnaT 

Trímero 

22 

DnaB 

Hexâmero 

50 

DnaC** 

Monômero 

29 

Primase (DnaG) Monômero 

60 


* O complexo de todas as proteínas do primossomo, exceto a primase, é 
conhecido como pré-primossomo* 

**Nâo faz parte do pré-prímossomo ou do primossomo, 

Fonte: Kornberg, A., e Baker, T,A, ? DNA replication (2nd ed), p, 286-288, 
Freeman (1992). 


1191 


Bioquímica 


pas 


1. Reconhecimento 


PriA, PriB, PriC 


(DnaB) 6 (DnaC) 6 , 
DnaT + ATP 

Prima se 



6. Excisão, 
preenchimento 
de lacuna, 
ligação, 

superenrolamento 


FIGURA 30.24 A síntese da fita (- ) do ÒX174 sobre um 
molde de fita (+) para formar o DNA da RF I de <j>X174. (De 

acordo com Arai, K., Low, R., Kobori, J., Schlomai, J., e Kora- 
berg, A., J. Biol. Chem. 256, 5280 [1981].) 


4. Em sítios selecionados aleatoriamente, o primossomo in- 
verte a sua migração, enquanto a primase sintetiza um inicia- 
dor de RNA. A iniciação da síntese do iniciador necessita da 



FIGURA 30.25 Micrografia eletrônica de um primossomo liga- 
do ao DNA da RF I de <f>X174. Tais complexos sempre contêm 
um único primossomo, ao qual estão associadas uma ou duas 
pequenas alças de DNA. (Cortesia de Jack Griffith, Lineberger 
Câncer Research Center, University of North Carolina, EUA.) 

participação da proteína DnaB, que, imagina-se, pela hidró- 
lise concomitante de ATP, altere a conformação do DNA- 
molde da maneira requerida pela primase. 

5. A holoenzima Pol III estende os iniciadores para formar 
os fragmentos de Okazaki. 

6. A Pol I remove os iniciadores e os substitui por DNA. 
Os fragmentos são, então, unidos pela DNA-ligase e super- 
torcidos pela DNA-girase para formarem a RF I do c|>X174. 

O primossomo permanece em complexo com o DNA (Fig. 
30.25), onde ele participa da síntese da fita (+) (ver a seguir). 

b. A repiicação da fita ( + ) do 6X174 serve como um modelo 
para a síntese da flta-líder 

Uma fita de um duplex circular de DNA pode ser sintetizada 
pelo modo de círculo rolante ou pelo modo de repiicação o- 
(assim chamado devido à semelhança da estrutura em replica- 
ção com a letra grega sigma; Fig. 30.26) „ A fita (+) do òXl 74 
é sintetizada sobre um molde de RF I por uma variação desse 
processo, o modo de círculo rolante com alça (Fig. 30.27): 

1. A síntese da fita (+) inicia com a ligação, auxiliada pelo 
primossomo, da proteína do gene A, uma enzima de 513 re- 
síduos codificada pelo fago, ao seu sítio de reconhecimento 
de ~ 30 pb. Lã, a proteína do gene A cliva uma ligação fosfo- 
diéster específica de um nucleotídeo da fita (+) (próximo do 
início do gene A), pela formação de uma ligação covalente 
entre um resíduo de Tyr e o grupo 5'-fosforila, o que conser- 
va a energia das ligações clivadas. 

2. A helicase Rep (Seção 30.2Cb) liga-se subsequentemente 
à fita ( - ) na proteína do gene A e, com o auxílio do primos- 
somo ainda associado à fita (+), inicia o desenrolamento do 
duplex de DNA a partir da extremidade 5' da fita (+). A fita 
(+) deslocada é coberta com SSB, o que a impede de reasso- 
ciar-se à fita (-). A helicase Rep é essencial para a repiicação 
do DNA do (J)X174, mas não para a repiicação do cromosso- 
mo de E. coli, o que foi demonstrado pela incapacidade do 
<j>X174 de multiplicar-se em E. coli rep . A holoenzima Pol III 
estende a fita (+) a partir de seu grupo 3'-OH livre. 

3. O processo de extensão gera uma estrutura de círculo 
rolante com alça, na qual a extremidade 5' da fita (+) antiga 
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FIGURA 30.26 O modo de círculo rolante de replicação do 
DNA. A fita (+) que está sendo sintetizada é estendida a par- 
tir de um corte específico feito na origem de replicação (1), de 
forma a deslocar a fita (+ ) antiga (2 e 3). A síntese contínua da 
fita ( + ) sobre um molde de fita ( - ) circular produz uma série 
de fitas ( + ) ligadas em tandem (4), que podem mais tarde ser 
separadas por uma endonuclease específica. 


permanece ligada à proteína do gene A na forquilha de re- 
plicação. Acredita-se que, à medida que a fita (+) antiga é 
separada da RF, o primossomo sintetize os iniciadores neces- 
sários para a posterior geração de uma nova fita (-). 
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FIGURA 30.27 A síntese da fita ( + ) de cj;X174 
pelo modo de círculo rolante com alça. As eta- 
pas numeradas estão descritas no texto. 


Rep, SSB, 
Pol III, etc. 


4. Quando um círculo completo é formado em torno da fita 
(-), a proteína do gene A faz novamente um corte específico 
na origem de replicação, de modo a formar uma ligação cova- 
lente com a extremidade 5' da nova fita (+). Simultaneamente, 
o grupo recém-formado OH da extremidade 3' da antiga fita 
(+) deslocada ataca nucleofilicamente a ligação com a pro- 
teína do gene A na extremidade 5'-fosforila dessa fita, o que 
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libera uma fita ( + ) co valentemente fechada. Isso é possível 
porque a proteína do gene A possui dois resíduos de Tyr pró- 
ximos um do outro, que se alternam na ligação às extremida- 
des 5' das fitas (+) sintetizadas sucessivamente. A forquilha 
de replicação continua o seu progresso sobre o dúplex circular 
produzindo novas fitas ( + ) , de uma maneira que lembra uma 
fileira de salsichas sendo puxadas de um carretel. 

Nos estágios intermediários de uma infecção com <f>X174, 
cada fita (+) recém-sintetizada dirige a síntese da fita (-) 
para formar a RF I, como descrito anteriormente. Nos está- 
gios tardios da infecção, contudo, as fitas (+) recém-forma- 
das são empacotadas no interior das partículas do fago. 

C. Escherichia co/i 

Ver Exploração guiada 25: A replicação do ONA em E. co/i O cro- 
mossomo de E. coli replica por meio do modo bidirecional d, 


(a) 


Holoenzima 
DNA-polimerase III 

Grampo deslizante 


a partir de uma única origem de replicação (Seção 30.1 Aà). O 
modelo mais plausível para os eventos que ocorrem na forqui- 
lha de replicação de E. coli (Fig. 30.28) é predominantemente 
derivado dos estudos sobre os mecanismos de replicação de 
DNA mais simples e de maneira experimental mais acessíveis 
de colifagos, como M13 e 4>X174. O dúplex de DNA é desen- 
rolado pela helicase DnaB que está sobre o molde da fita tar- 
dia e a ela se junta o primossomo. As fitas simples separadas 
são imediatamente cobertas pela SSB. A síntese da fita-líder 
é catalisada pela holoenzima Pol III, assim como a da fita tar- 
dia, depois que ela foi iniciada pela primase associada ao pri- 
mossomo. As sínteses das fitas-líder e da fita tardia ocorrem 
em uma única partícula, de — 900 kDa, formada por múltiplas 
subunidades e chamada de replissomo. O replissomo contém 
dois núcleos da Pol III (ae0), que estão unidos por um dímero 
de subunidades t, o qual conecta as subunidades a. Por essa 
razão, o molde da fita tardia deve formar um laço (Fig. 30.28). 
O dímero t 2 também se liga à helicase DnaB (uma interação 
que não está indicada na Fig. 30.28), o que a segura na forqui- 
lha de replicação e estimula a sua ação de helicase. Depois da 
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FIGURA 30.28 A replicação do DNA de E. coli. (a) O replissomo do DNA de E. coli, que contém dois complexos da holoenzi- 
ma DNA-polimerase III, sintetiza tanto a fita- líder como a fita tardia. O molde da fita tardia deve formar uma alça para permitir 
que a holoenzima estenda a fita tardia iniciada pelo primossomo. Embora não mostrado aqui, a helicase DnaB se liga a t 2 e, assim, 
se move junto com o replissomo. (b) A holoenzima libera o molde da fita tardia quando ela encontra o fragmento de Okazaki 
previamente sintetizado. Isso possivelmente sinaliza para o primossomo iniciar a síntese de um iniciador de RNA da fita tardia, (c) 
A holoenzima liga-se novamente ao molde da fita tardia para formar um novo fragmento de Okazaki. Note que, nesse modelo, a 
síntese da fita-líder está sempre à frente da síntese da fita tardia. 
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síntese completa de um fragmento de Okazaki, a holoenzima 
da fita tardia se transfere para um novo iniciador, próximo à 
forquilha de replicação, o iniciador da extremidade do frag- 
mento de Okazaki previamente sintetizado é removido pela 
reação de tradução de cadeias com quebras ( nick translation ) 
catalisada pela Pol I e a quebra é fechada pela DNA-ligase. 
Uma vez que a síntese da fita de quebra tardia é mais com- 
plexa e, portanto, mais demorada que a síntese da fita-líder, o 
replissomo funciona para coordenar esses dois processos. 

a. A replicação do DNA de E co/f é Iniciada em oriC, em um 
processo mediado pela proteína DnaA 
A origem de replicação do cromossomo de E. coli consiste em 
um único segmento de 245 pb, conhecido como locus oriC. 
Essa sequência, com segmentos que são altamente conserva- 
dos entre bactérias gram-negativas, sustenta a replicação bi- 
direcional dos vários plasmídeos nos quais ela já foi inserida. 

O locus oriC contém cinco segmentos de 9 pb al- 
tamente conservados, com a sequência consensual 
5'-TTATCCACA-3' conhecida como DnaA-òoxcs, porque a 
eles se liga especificamente a proteína DnaA (Fig. 30.29a). 
Eles estão entremeados por vários assim chamados sítios- 


-I, que se desviam dessa sequência consensual e que DnaA 
se liga com uma afinidade menor. Além disso, a região “es- 
querda” de oriC contém três segmentos repetidos em tan- 
dem e ricos em AT, de 13 pb (com a sequência consensual 
5'-GATCTNTTNTTTT-3', onde N indica posições não espe- 
cíficas), que são conhecidos como elementos desenroladores 
do DNA (DUEs, de DNA unwinding elements). 

DnaA (467 resíduos em E. coli ) é formada por qua- 
tro domínios que são, da extremidade N-terminal para a 
C-terminal, um domínio de interação com helicase que faz 
interações com a helicase DnaB (ver a seguir), um domínio 
de ligação flexível e fracamente conservado, um domínio 
de ATPase que é um membro da família AAA+ (Seção 
30.2Ca), e um domínio de ligação ao DNA. A estrutura por 
raios X dos dois domínio C-terminais de DnaA de Aquifex 
aeolicus (uma bactéria termofüica), determinada por Berger, 
revela, de forma inesperada, que ela forma uma hélice volta- 
da para a direita de múltiplas subunidades (Fig. 30.296). 

Experimentos com plasmídeos contendo oriC , iniciados 
por Kornberg, juntamente com a estrutura por raios X de 
DnaA, indicam que a iniciação da replicação em E. coli ocor- 
re através dos seguintes processos (Fig. 30.29c): 



FIGURA 30.29 Replicação do DNA em 
oriC . (o) Diagrama de oriC mostrando a posi- 
ção relativa de seus DNA boxes (verde) e seus 
elementos desenroladores do DNA (DUEs; 
amarelo ). (6) Estrutura por raios X do filamento 
helicoidal voltado para a direita formado pelos 
dois domínos C-terminais da DnaA de A. aeo- 
licus. Ele apresenta oito subunidades por volta 
e uma inclinação longitudinal de 178 A. Doze 
subunidades são mostradas, da direita para a es- 
querda, em cores alternadas de vermelho, verde, 
amarelo e azul. As subunidades da direita estão 
desenhadas como diagramas de superfície e as 
subunidades da esquerda estão representadas 
por seu esqueleto polipeptídico com hélices na 
forma de tubos, (c) Modelo para a iniciação em 
oriC. Os círculos verdes ovalados representam 
os três domínios N-terminais de DnaA e os cír- 
culos amarelos ovalados representam os domí- 
nios de ligação ao DNA C-terminais associados. 
Ver o texto para uma explicação. (Partes bec 
cortesia de James Berger, University of Califór- 
nia at Berkeley, EUA. PDBid 2HCB.) 
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1. Na presença de ATP, DnaA, que está normalmente ligada 
a três dos cinco DnaA-hoxes de oriC durante todo o tempo de 
vida de E. coli, recruta subunidades adicionais de DnaA para 
os DnaA-frojtes restantes e para os sítios-I, de forma a criar 
uma hélice de subunidades de DnaA voltada para a direita que 
está ligada ao DNA. Isso gera superenrolamentos positivos 
localizados no DNA. A força super-helicoidal resultante dos 
superenrolamentos negativos compensatórios (relembre que 
o número de ligação de um DNA circular covalentemente fe- 
chado, tal como um cromossomo de E. coli é invariável; Seção 
29.3A) desfaz o segmento contendo o DUE (Fig. 30.29c, meta- 
de esquerda ; relembre que os cromossomos bacterianos já são 
normalmente superenrolados negativamente [Seção 29.2Bb]). 
Altemativamente, ou em adição, os domínios de ATPase de 
DnaA podem desenrolar ativamente o DNA (Fig. 30.29c, me- 
tade direita). Esse processo é facilitado por duas proteínas de 
ligação a DNA homólogas, HU e o fator de integração do hos- 
pedeiro (IHF, de integration host factor), que induzem o dobra- 
mento do DNA (IHF é discutido na Seção 33.3Ca). 

2. O complexo oriC-DnaA recruta dois complexos DnaB 6 * 
DnaC 6 para extremidades opostas da região aberta, que for- 
mam o complexo de pré-iniciação. DnaC, uma ATPase que 
é uma homóloga de DnaA, funciona para facilitar a coloca- 
ção dos hexâmeros de DnaB sobre o DNA. Sua estrutura por 
raios X, também determinada por Berger, mostra que ela for- 
ma uma junção helicoidal semelhante àquela de DnaA. Os do- 
mínios AAA de DnaA e DnaC interagem de uma maneira 
dependente de ATP para recrutar e posicionar de forma apro- 
priada as helicases DnaB , depois do que a DnaC é liberada. 

Na presença da SSB e da girase, a helicase DnaB desen- 
rola adicionalmente o DNA no complexo de pré-iniciação 
em ambas as direções, de modo a permitir a entrada da 
primase e da RNA-polimerase. A participação dessas duas 
enzimas na síntese do iniciador da fita-líder (Seção 30. 1D), 
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FIGURA 30.30 Cromossomos com múltiplas forquilhas em 
E. coli. Em células que estão se dividindo a cada 35 minutos, o 
intervalo fixo de 60 minutos entre a iniciação da replicação e a 
divisão celular resulta na produção de cromossomos com múl- 
tiplas forquilhas. (De acordo com Lewin, B., Genes VII, p. 370, 
Oxford Univ. Press, Reino Unido [2000].) 


juntamente com a limitação desse processo ao sítio do oriC, 
sugere que a RNA-polimerase ativa a primase para que ela 
sintetize o iniciador. Isso talvez explique a semelhança dos 
DUEs de oriC com promotores transcricionais da RNA- 
polimerase (Seção 3i.2Ba). 

O cenário está, portanto, construído para que a replica- 
ção bidirecional do DNA seja executada pela holoenzima 
Pol III, como descrito anteriormente. 

b. A iniciação da replicação do DNA de E. coli é 
rigorosamente regulada 

A replicação do cromossomo de E. coli ocorre apenas uma 
única vez a cada divisão celular, de modo que esse processo 
deve ser rigorosamente controlado. O tempo de duplicação 
(geração celular) de E. coli a 37°C varia com as condições de 
cultivo de < 20 minutos até ~ 10 horas. Porém, a velocidade 
de movimento constante de ~ 1 .000 nt/s de cada forquilha de 
replicação fixa a duração do processo de replicação, C, dos 4,6 
X 10 6 pb do cromossomo de E. coli em ~ 40 minutos. Além 
disso, a segregação dos componentes celulares e a formação 
de um septo entre eles, que devem preceder a divisão celular, 
requerem um período de tempo constante, D = 20 minutos, 
após a finalização do ciclo de replicação cromossômica cor- 
respondente. Células com tempo de duplicação menor que C 
r /) - 60 minutos devem, consequentemente, iniciar a replica- 
ção do cromossomo antes do término do ciclo de divisão celu- 
lar precedente. Isso resulta na formação de cromossomos com 
múltiplas forquilhas, como está representado na Fig. 30.30 
para uma célula com tempo de divisão de 35 minutos. 

Mesmo em células que contêm múltiplos sítios oriC , a re- 
plicação do DNA é iniciada em cada um desses sítios apenas 
uma única vez por geração celular. Mas, depois de ter ocorrido 
a iniciação, o alongamento da cadeia prossegue a uma velocida- 
de uniforme e praticamente livre de controle. Isso sugere que 
um sítio oriC pós-iniciação é de algum modo sequestrado da 
(impedido de interagir com a) maquinaria de iniciação da repli- 
cação, um fenômeno denominado sequestração. Existem evi- 
dências morfológicas extensas, como mostrado na Fig. 30.31, de 
que o cromossomo de E. coli está associado com a membrana 
celular. Essa ligação poderia ajudar a explicar como os cromos- 
somos replicados são segregados em células diferentes durante 
a divisão celular. Porém, qual é o mecanismo de sequestração? 

A sequência mais comumente metilada em E. coli é o 
palíndromo GATC, que é me tilado no N6 de suas duas bases 
A pela Dam-metiltransferase (Seção 30.7). O GATC ocorre 



FIGURA 30.31 Microscopia eletrônica de um cromossomo 
de E. coli intacto e supertorcido, ligado a dois fragmentos da 
membrana celular. (De Delius, H., e Worcel, A., J. Mol. Biol. 
82, 108 [1974].) 
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11 vezes em oriC, inclusive no início de todos os seus quatro 
DUEs de 13 pb (ver anteriormente). Segmentos de GATC 
recém-replicados são hemimetilados, ou seja, as sequên- 
cias GATC da fita recém- sintetizada não estão metiladas. 
Embora a Dam-metiltransferase inicie a mediação da maio- 
ria dos segmentos de GATC hemimetilados imediatamente 
depois deles serem sintetizados (em ~ 1,5 minutos) , aqueles 
do oriC permanecem hemimetilados por cerca de um terço 
de uma geração celular. Consequentemente, a observação 
de que membranas se ligam a oriCs hemimetilados, mas não 
a oriCs não metilados ou totalmente metilados, sugere que 
o oriC hemimetilado fica ligado à membrana de uma forma 
que o torna inacessível tanto para a maquinaria de iniciação 
como para a Dam-metiltransferase. 

A associação de oriC hemimetilado com a membrana re- 
quer a presença da proteína SeqA, de 181 resíduos, o produto 
do gene seqA. Assim, em células seqA~\ (1) o tempo para me- 
tilação total dos sítios GATC hemimetilados em oriC é redu- 
zido para 5 minutos, enquanto o tempo para que isso ocorra 
em outros sítios GATC não é afetado; (2) a sincronia de ini- 
ciação de múltiplos sítios oriC é perdida; e (3) na ausência de 
uma Dam-metiltransferase funcional, plasmídeos contendo 
oriCs totalmente metilados são replicados numerosas vezes 
por divisão celular, enquanto, na presença da SeqA, eles são 
replicados apenas uma vez. Evidentemente, a sequestração 
ocorre pela ligação, mediada por SeqA, de oriC hemimetila- 
do à membrana. O promotor hemimetilado do gene dnaA é 
sequestrado de forma semelhante, o que reprime a sua trans- 
crição e constitui, portanto, um mecanismo adicional para im- 
pedir a iniciação promíscua da replicação do DNA. 

c. 0 carregador do grampo coloca o grampo deslizante no DNA 

Extensivas investigações em muitos laboratórios levaram 
ao modelo do replissomo de E. coli esquematizado na Fig. 
30.32. O grampo deslizante, que é responsável pela elevada 
processividade da Pol III, é um dímero em forma de anel 


de subunidades (3 através do qual passa a fita de DNA que 
está sendo replicada (Seção 30.2Bb). As duas subunidades (3 
fortemente associadas (K D < 50 n M) que formam o grampo 
deslizante dissociam-se com uma meia-vida de ~ 100 minu- 
tos a 37°C. Porém, como cada replissomo sintetiza em tomo 
de um fragmento de Okazaki por segundo, um grampo des- 
lizante deve ser colocado sobre o molde da fita tardia com 
essa frequência. Essa função de carregamento é executada 
por meio de um processo dependente de ATP pelo complexo 
7 (7T 2 ôô'x 1 í r )- As subunidades t e 7 são as duas codificadas 
pelo gene dnaX, com t (643 resíduos) sendo o produto com- 
pleto e y (431 resíduos) a sua forma truncada na extremidade 
C-terminal; os 122 resíduos C-terminais de r são conhecidos 
como T f . O complexo y, do qual apenas t 2 está esquematiza- 
do na Fig. 30.28, une os dois núcleos da Pol III do replissomo 
por meio de seus segmentos t c , que também se ligam à heli- 
case DnaB (Fig. 30.32). As subunidades xe? formam um 
heterodímero no qual x compete com a primase pelo seu sí- 
tio de ligação sobre SSB e, portanto, funciona para acelerar a 
dissociação da primase do RNA iniciador por ela sintetizado, 
bem como para ligar o complexo y a SSB. Entretanto, as su- 
bunidades xe^ não são participantes essenciais no processo 
de carregamento do grampo e, portanto, o complexo 7 t 2 88' é 
referido como o carregador do grampo. Como o carregador 
do grampo executa a sua função? 

Das cinco subunidades do carregador do grampo, apenas 
a 8 é capaz de se ligar ao grampo deslizante e abri-lo por conta 
própria. Kuriyan e 0’Donnell determinaram a estrutura por 
raios X da subunidade 8 em um complexo de 1:1 com uma su- 
bunidade {3 com dois resíduos da sua interface de dimerização 
mutados, de forma a impedir a formação do dímero. A estru- 
tura revela (Fig. 30.33) que 8, que consiste em três domínios, 
insere o seu elemento de interação [3, uma conexão hidrofó- 
bica que forma a extremidade de seu domínio N-terminal, no 
interior de um bolsão hidrofóbico em uma face de (3. A com- 
paração de 8 nessa estrutura com aquela do complexo 7 3 88' 
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FIGURA 30.32 Arquitetura do replissomo de E. coli. Ver o texto para detalhes. Comparar esta com a Fig. 30.28. (Cortesia de 
Charles Richardson, Harvard Medicai School, EUA.) 
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FIGURA 30.33 Estrutura por raios X do complexo (3-8. Uma 

segunda subunidade (3 obtida a partir da estrutura por raios X 
do grampo deslizante (Fig. 30.13), o “monômero (3 de referên- 
cia”, está representada em cinza. A estrutura é visualizada ao 
longo da borda do anel (3. O elemento de interação 8 da subuni- 
dade (3 (em amarelo ) consiste predominantemente na hélice a 4 
e em dois resíduos hidrofóbicos, Leu 73 e Phe 74, cuj as cadeias 
laterais estão representadas na forma de bastões. (Cortesia de 
John Kuriyan, Rockefeller University, EUA. PDBid 1JQJ.) 

(ver a seguir) revela que o elemento de interação (3 sofre uma 
mudança conformacional dramática quando da sua ligação à 
subunidade [3, na qual a sua hélice a4 gira 45° e desloca-se 5,5 
Á. Além disso, na formação do complexo [3-8, a subunidade 
[3 aumenta o seu raio de curvatura em relação àquele no dí- 


mero (3 (Fig. 30.13), de forma que a interação (3-8 induziria 
a abertura de uma das interfaces (3 (3 do grampo deslizante 
por — 15 Á. Essa abertura é grande o bastante para permitir a 
passagem de ssDNA, mas não de dsDNA. Aparentemente, o 
carregador do grampo funciona de modo a capturar uma su- 
bunidade (3 do grampo deslizante em uma conformação que 
impede o fechamento do anel, em vez de separar ativamente 
as suas duas metades. Isso é reforçado por simulações dinâ- 
micas moleculares (Seção 9.4a), sugerindo que um dímero (3 2 
possui uma conformação estável, mas que uma subunidade (3 
isolada, com a conformação que ela possui no dímero |3 2 , ra- 
pidamente (em — 1,5 ns) se converteria em uma conformação 
similar àquela que ela adota em um complexo (3-8. Assim, a 
mudança conformacional do elemento de interação (3 da su- 
bunidade 8 na ligação a uma subunidade (3 lembra a ação de 
uma chave inglesa, que abre a interface (3-(3 mais próxima de 
modo a permitir que o grampo deslizante se abra. 

A estrutura por raios X do complexo y 3 88' (o carregador 
do grampo com ambas das suas subunidades t desprovidas de 
t c ; y e r são permutáveis em termos de suas funções de carrega- 
dores de grampo) em complexo com um DNA molde-iniciador 
e ADP • BeF, (um análogo de ATP), também determinada por 
Kuriyan e CPDonnell, sugere como o carregador do grampo 
funciona. As subunidades y, 8 e 8' possuem enovelamentos se- 
melhantes; seus domínios N-terminais são membros da famí- 
lia AAA+ (as proteínas DnaA e DnaC também são membros 
dessa família), amplamente distribuída, apesar de apenas as 
subunidades y (e t) serem capazes de se ligar ao ATP e hidro- 
lisá-lo. As regiões conservadas das proteínas AAA+ consistem 
em dois domínios, um domínio N-terminal de ligação a ATP e 
um pequeno domínio composto de um feixe de 3 hélices, cujas 
orientações relativas variam com a ligação do ATP. Os domí- 
nios C-terminais do pentâmero y 3 88' formam um colar em for- 
ma de anel (Fig. 30.34a), no qual as subunidades estão arranja- 
das, no sentido horário, na ordem S'-yl-y2-y3-8 (Fig. 30.346). 



FIGURA 30.34 Estrutura por raios X do complexo de carregamento do grampo y 3 ôô' em complexo com DNA molde-iniciador 
e ADP • BeF 3 . (a) Vista entre as subunidades 8' e 8 aproximadamente perpendicular ao eixo helicoidal do dsDNA. A proteína 
está representada na forna de tubo e seta, com as suas subunidades coloridas como indicado e com o domínio C-terminal de cada 
subunidade em leve sombreado. O DNA consiste em 10 pb com uma projeção de 5 nt na extremidade 5' e, juntamente com ADP • 
BeF 3 , está desenhado na forma de volume atômico com C do iniciador em dano, C do molde em verde, C do ATP em magente, N 
azul, O vermelho e P cor de laranja, Be verde-claro e F azul-claro. ( b ) Vista após rotação de 90° sobre o eixo horizontal relativo à 
Parte a. O domínio C-terminal de cada subunidade foi deletado para clareza. Note como a porção de fita simples da fita-molde se 
volta por — 90° para evitar a colisão com o colar formado pelos domínios C-terminais do carregador do grampo. A inflexibilidade 
do dsDNA o faz improvável de realizar tal volta. (Com base em uma estrutura por raios X de Mike 0’Donnell, The Rockefeller 
University e John Kuriyan, University of Califórnia at Berkeley, EUA. PDBid 3GLF.) 


1198 Donald Voet / Judith G. Voet 


Os domínios AAA+ estão arranjados em uma espiral voltada 
para a direita que segue a cavidade menor do dsDNA. Apesar 
disso, o carregador do grampo se associa com o DNA quase 
que inteiramente através de contatos com os grupos fosfatos da 
fita molde sozinha. Assim, essa estrutura é remanescente da- 
quela da helicase El em complexo com ssDNA (Seção 30.2Ca) 
com uma de suas seis subunidades faltando. 

O carregador do grampo deve se ligar fortemente ao 
grampo deslizante antes de colocá-lo no DNA-molde, mas 
deve, subsequentemente, liberá-lo para não interferir com a 
sua ligação ao núcleo da Pol III (a£0). As estruturas do carre- 
gador do grampo e do complexo 0-8, juntamente com várias 
evidências bioquímicas, sugerem um modelo de como isso po- 
deria ocorrer (Fig, 30.35): a ligação de ATP à yl (a subunida- 
de y que faz contato com 5') resulta em uma mudança confor- 
macional que expõe o sítio de ligação a ATP da 72, até então 
ocluído; a ligação de ATP à 72, expõe, da mesma forma, 73; 
e a ligação de ATP à 73 expõe o elemento de interação |3 da 
subunidade 8, permitindo, dessa maneira, que ele se ligue à 
subunidade (3, de forma a abrir o grampo deslizante. O DNA 
molde-iniciador, então, insere a si mesmo através da fenda 
resultante no grampo deslizante. Esse processo é facilitado 
pela fenda entre os domínios AAA+ das subunidades 8 e 5', o 
que permite que o carregador do grampo siga a fita-molde en- 
quanto evita seu contato com a fita do iniciador. Finalmente, 
a hidrólise estimulada por DNA e 0 dos ATPs ligados libe- 
ra a subunidade 0 do carregador do grampo, depois do que o 
grampo deslizante se fecha ao redor do DNA. 

A saída do carregador do grampo permite que o núcleo 
da PolII se ligue ao grampo deslizante. Porém, quando a sín- 
tese de um fragmento de Okazaki é finalizada, o núcleo da 
Pol III deve dissociar-se do grampo deslizante, de forma que 
ele possa iniciar a síntese do próximo fragmento de Okazaki. 
Como isso ocorre? 

A subunidades a da Pol III se liga ao mesmo bolsão 
hidrofóbico sobre a 0 2 do grampo deslizante como faz a su- 
bunidade 8. Isso foi demonstrado pela observação de que a 
fosforilação de uma sequência de reconhecimento de cinase, 
que foi inserida artificialmente no segmento C-terminal de 0, 
é inibida tanto por a como por 8. A subunidade 0 tem uma 
afinidade — 30 vezes maior pelo complexo 7 na presença de 
ATP do que a que ela tem pelo núcleo da Pol III. Entretanto, 
quando DNA molde-iniciador também está presente, essa or- 


dem de afinidade é invertida, com 0 preferindo ligar-se ao nú- 
cleo da Pol III (devido, possivelmente, a contatos adicionais 
entre o núcleo e o DNA). Portanto, depois do grampo desli- 
zante ter sido colocado sobre o molde-iniciador, o seu carre- 
gador é substituído pelo núcleo da Pol III, o que, dessa forma, 
impede que ele descarregue o grampo recém -carregado. Em 
vez disso, o carregador do grampo coloca um novo grampo 
no molde da fita tardia em associação com o iniciador que o 
primossomo sintetizou em preparação para o próximo ciclo 
de síntese de um fragmento de Okazaki (Fig. 30.28b). 

A estrutura por raios X do grampo deslizante em com- 
plexo com DNA molde-iniciador (Fig. 30.13) indica que seu 
segmento de ssDNA se liga no mesmo sítio que o fazem as 
subunidades a e 8. Isso pode servir para atrair o DNA molde- 
-iniciador para dentro do grampo aberto, o que, por sua vez, 
facilita a liberação do carregador do grampo e, portanto, o 
fechamento do grampo deslizante. A ligação de ssDNA ao 
grampo deslizante pode, também, impedir que ele escorregue 
para longe, antes que ele possa ser ligado pela subunidade a. 

Quando o núcleo da Pol III completa a síntese do frag- 
mento de Okazaki, isto é, quando a lacuna entre dois frag- 
mentos de Okazaki sintetizados sucessivamente foi reduzida 
a uma quebra, ele libera o DNA e o grampo deslizante. O 
núcleo da Pol III liga-se então a um molde recém-iniciado 
e o grampo associado a ele (deslocando o carregador do 
grampo), onde começa a síntese do fragmento de Okazaki 
seguinte. Assim, uma série de trocas que são ativadas por 
ATP e estrutura do DNA garante a progressão vetorial da 
replicação da fita tardia. Ao longo de todo esse processo, a 
holoenzima Pol III é mantida na forquilha de replicação pelo 
núcleo da Pol III da fita-líder, que permanece preso ao DNA 
pelo grampo deslizante associado a ele. 

O grampo deslizante que permanece em torno do frag- 
mento de Okazaki concluído provavelmente funciona para re- 
crutar a Pol I e a DNA-ligase, de forma a substituir o RNA ini- 
ciador do fragmento previamente sintetizado por DNA e selar 
a quebra remanescente. Entretanto, o grampo deslizante deve, 
mais cedo ou mais tarde, ser reciclado. Inicialmente, assumiu- 
-se que isso seria uma tarefa do carregador do grampo. Porém, 
está claro agora que a liberação do grampo deslizante do DNA 
associado a ele é amplamente realizada pela subunidade 8 li- 
vre (a “chave inglesa” do carregador do grampo que separa as 
subunidades 0 que formam o grampo deslizante) , que é sinte- 
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FIGURA 30.35 Diagrama esquemático do ciclo de carregamento do grampo. Esse modelo especulativo está fundamentado em 
uma combinação de informações estruturais e bioquímicas. O “dedo de arginina”, uma cadeia lateral de Arg que interage com o 
grupo 7-fosfato de um ATP ligado a uma subunidade vizinha, é uma característica comum de ATPases AAA+ que formam estru- 
turas semelhantes a anéis. (Modificado a partir de um esquema de Mike 0’Donnell, The Rockefeller University, e John Kuriyan, 
University of Califórnia at Berkeley, EUA.) 
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tizada em um excesso de 5 vezes em relação ao necessário para 
constituir os poucos grampos deslizantes de uma célula. 

d. A terminação da replicação é facilitada pela proteína Tus 
A replicação de E. coli termina em uma extensa região (350 
kb) flanqueada por dez sítios de terminação de ~ 23 pb não 
palindrômicos e aproximadamente idênticos, TerH, TerI, 
TerE, TerD e TerA, de um lado, e TerJ, TerG, TerF, TerB e 
TerC, do outro (Fig. 30.36: note que oriC está em uma posi- 
ção diretamente oposta à da região de terminação no cromos- 
somo de E. coli). A forquilha de replicação que se move no 
sentido anti-horário, como demonstrado na Fig. 30.36, passa 
através de TerJ , TerG, TerF, TerB e TerC, mas para ao en- 
contrar TerA, TerD, TerE, TerI ou TerH {TerD, TerE, TerI 
e TerH são, presumivelmente, sítios de segurança [backups] 
para TerA). De maneira similar, uma forquilha de replicação 
que se movimenta no sentido horário passa direto por TerH, 
TerI, TerE, TerD e TerA, mas é retida em TerC ou, na falha 
desse, em TerB, TerF, TerG ou Trel. Assim, esses sítios de 
terminação atuam como válvulas de sentido único, que per- 
mitem que a forquilha de replicação entre na região de termi- 
nação, mas não que saia dela. Essa organização garante que 
as duas forquilhas de replicação geradas pela iniciação bidi- 
recional em oriC se encontrem ao final da replicação, mesmo 
que uma delas chegue nessa região bem à frente da outra. 

A parada do movimento da forquilha de replicação nos 
sítios Ter requer a ação da proteína Tus, um monômero de 309 
resíduos que é o produto do gene tus (de terminator utilization 
substance, substância de utilização na terminação). A Tus liga- 
-se especificamente ao sítio Ter, onde impede que a helicase 
DnaB faça o deslocamento da fita, o que para o movimento 


100/0 



FIGURA 30.36 Mapa do cromossomo de E. coli mostrando as 
posições dos sítios Ter e do sítio oriC. Os sítios TerJ, TerG, TerF, 
TerB e TerC, em combinação com a proteína Tus, permitem que 
um replissomo que se movimenta no sentido anti-horário passe, 
mas não permite a passagem de um replissomo que se movimenta 
no sentido horário. O oposto é verdadeiro para os sítios TerH, 
TerI, TerE, TerD e TerA. Consequentemente, duas forquilhas de 
replicação que iniciam a replicação bidirecional do DNA em oriC 
irão encontrar-se entre os sítios Ter com orientações opostas. 


da forquilha de replicação. A estrutura por raios X da Tus em 
complexo com um DNA contendo uma sequência Ter de 15 
pb com um único T sobressalente em cada extremidade 5', de- 
terminada por Kosuke Morikawa, revela que a proteína con- 
siste em dois domínios que formam uma fenda profunda e po- 
sitivamente carregada, que envolve quase que totalmente ao 
DNA ligado a ela (Fig. 30.37). Um segmento de 5 pb do DNA 
próximo ao lado de Tus que permite a passagem da forquilha 
de replicação (a parte inferior da Fig. 30.37) é deformado e 
desenrolado em relação ao B-DNA canônico (ideal), de forma 
que sua fenda maior se torna mais profunda e sua fenda me- 
nor é expandida de forma significativa, A proteína estabelece 
contatos polares com mais de dois terços dos grupos fosfatos 
em uma região de 13 pb e sua folha (3 interdomínios penetra 
na fenda maior aprofundada para estabelecer contatos sequ- 
ência-específicos com as bases expostas. A importância dessa 
região de interdomínios para a função da Tus é demonstrada 
pela observação de que a maioria das mutações em resíduos 
únicos que reduzem a capacidade que a proteína tem de in- 
terromper a replicação ocorre nessa região de interdomínio. 

Quando a Tus é fusionada a outra proteína de ligação a 
DNA, a replicação é inibida no outro sítio de ligação da pro- 
teína. Isso sugere que a Tus não atua como um simples gram- 
po de ligação a DNA, mas que interage com a helicase DnaB, 
o primeiro componente de uma forquilha de replicação (Fig. 
30.32), para inibir a sua ação de helicase. Aparentemente, a 
Tus impede o progresso do desenrolamento do DNA feito 



FIGURA 30.37 Estrutura por raios X da proteína Tus de E. coli 
em complexo com um DNA de 15 pb contendo um sítio Ter. A 

proteína está desenhada na forma de fitas e colorida na ordem do 
arcoíris a partir de sua extremidade N (azul) para a sua extremidade 
C ( vermelho ) . O DNA está mostrado na forma de bastão, com C 
cinza, N azul, O vermelho e P cor de laranja e com átomos de P su- 
cessivos na mesma fita unidos por bastões cor de laranja. (Com base 
na estrutura por raios X de Kosure Morikawa, Protein Engineering 
Research Institute, Osaka University, Japão. PDBid 1ECR.) 

Ver Exercício interativo 34 
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FIGURA 30.38 A formação e separação de dsDNAs concatenados no sítio de terminação da replicação. As fitas parentais estão 
em vermelho e preto e as fitas filhas estão em verde e azul. Por clareza, o caráter heíiciodal duplo das moléculas de dsDNA recém- 
-formadas não está representado. 


pela DnaB e isso ocorre em um dos lado da Tus, mas não no 
outro. De fato, o encontro de DnaB com um complexo Tus- 
Ter na direção permissiva faz Tus se dissociar rapidamente do 
DNA, enquanto tal encontro a partir da direção não permis- 
siva gera um assim chamado complexo Tus -Ter bloqueado. 
De qualquer forma, a maneira como a Tus e DnaB interagem 
ainda é desconhecida. Curiosamente, porém, esse sistema 
de terminação não é essencial para a terminação. Quando a 
região de terminação é deletada, a replicação simplesmente 
para, aparentemente devido à colisão das forquilhas de repli- 
cação antagônicas. Apesar disso, esse sistema de terminação 
é altamente conservado em bactérias gram-negativas. 

À medida que duas forquilhas de replicação em dire- 
ções opostas colidem no sítio de terminação, as fitas recém- 
-sintetizadas se tornam covalent emente ligadas para formar 
dois cromossomos de fita dupla covalentemente fechados. 
Entretanto, uma vez que as fitas de DNA parentais permane- 
cem enroladas uma sobre a outra por várias voltas (presumi- 
velmente a DNA-girase não tem acesso ao DNA quando for- 
quilhas de replicação em colisão se aproximam muito uma da 
outra) , os produtos de fitas de dsDNA devem ser enrolados 


um sobre o outro pelo mesmo número de voltas (Fig. 30.38). 
Os dsDNAs circulares concatenados resultantes devem ser 
separados de maneira que cada um possa ser passado para 
uma célula-filha diferente. Esse é o trabalho da topoisomera- 
se de tipo II denominada topoisomerase IV (Seção 29.3Cd). 

D. Fidelidade da replicação 

Uma vez que um único polipeptídeo tão pequeno como o 
fragmento de Klenow da Pol I é capaz de ele próprio repli- 
car o DNA, por que E. coli mantém uma bateria de mais de 
20 proteínas intricadamente coordenadas para replicar o seu 
cromossomo? A resposta, aparentemente, é para garantir a 
fidelidade quase perfeita da replicação do DNA, necessária 
para a preservação da integridade da mensagem genética de 
geração para geração. 

As frequências de reversão de E. coli ou de fagos T4 mu- 
tantes para os tipos selvagens indicam que apenas um mal- 
pareamento ocorre a cada 10 s a 10 1D pb replicados. Isso cor- 
responde a ~ 1 erro a cada 1.000 gerações bacterianas. Essa 
elevada precisão da replicação vem de quatro fontes: 
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FIGURA 39,39 Consequências químicas caso uma DNA-polimerase pudesse sintetizar DNA na direção 3' — » 5'. (a) A adição de 
cada nucleosídeo trifosfatado à cadeia em crescimento seria movida pela hidrólise do nucleosídeo trifosfatado adicionado previa- 
mente. (b) A remoção para edição de um nucleosídeo trifosfatado 5'-terminal incorreto podería tornar a cadeia de DNA incapaz 
de ser estendida adicionalmente. 


1. As células mantêm níveis equilibrados de dNTPs, por 
meio dos mecanismos discutidos na Seção 28.3Ad. Esse é 
um aspecto importante da fidelidade da replicação, porque 
um dNTP presente em níveis altamente aberrantes tem uma 
maior probabilidade de ser incorporado erroneamente e, de 
forma recíproca, um nucleotídeo presente em níveis baixos 
tem uma maior probabilidade de ser substituído pelos dNTPs 
presentes em quantidades maiores. 

2. A reação de polimerização por si só possui uma fidelida- 
de extraordinária. Isso ocorre, como já visto (Seção 30.2Ae), 
porque a reação de polimerização ocorre em dois estágios: (1) 
a etapa de ligação, na qual o dNTP que está sendo incorpora- 
do realiza um pareamento de bases com o molde, enquanto a 
enzima está em uma conformação aberta, que não pode cata- 
lisar a reação da polimerase; e (2) a etapa catalítica, na qual a 
polimerase assume uma conformação fechada sobre o par de 
bases recém-formado, que posiciona apropriadamente seus 
resíduos catalíticos (encaixe induzido) . Como a conformação 
fechada requer que o dNTP que está sendo incorporado for- 
me um par de bases na forma de Watson-Crick com o molde, 
a mudança de conformação constitui uma segunda verifica- 
ção ( double check ) do pareamento de bases correto. 

3. As funções de exonuclease 3' — ► 5' da Pol I e da Pol III de- 
tectam e eliminam os erros ocasionais feitos pelas suas funções 
de polimerização. De fato, mutações que aumentam a ativida- 
de da exonuclease de revisão de leitura da DNA-polimerase 
diminuem as frequências de mutação de outros genes. 

4. Uma extraordinária bateria de sistemas enzimáticos, 
presentes em todas células, funciona para reparar erros resi- 
duais no DNA recém- sintetizado, bem como qualquer dano 
que possa ter ocorrido após a sua síntese devido à ação de 
agentes químicos e/ou físicos. Esses sistemas de reparo do 
DNA serão discutidos na Seção 30.5. 

Além disso, a incapacidade de uma DNA-polimerase de 
iniciar o alongamento de uma cadeia sem um iniciador é uma 
característica que aumenta a fidelidade da replicação. Os pri- 
meiros nucleotídeos de uma cadeia a serem unidos são aque- 
les com maior probabilidade de ser malpareados, devido à 
natureza cooperativa das interações de pareamento de bases 


(Seção 29.2). A edição de um oligonucleotídeo de fita dupla 
curto é também um processo propenso a erros. A utilização 
de iniciadores de RN A elimina essa fonte de erro, pois o RN A 
acaba sendo substituído por DNA sob condições que permi- 
tem o estabelecimento de um pareamento de bases acurado. 

Poderia questionar-se o porquê das células terem desen- 
volvido, ao longo da evolução, o complexo sistema de sínte- 
se descontínua da fita tardia, em vez de terem desenvolvido 
uma DNA-polimerase simplesmente capaz de estender as 
cadeias de DNA nas suas direções 3' — > 5'. A consideração 
da química da extensão da cadeia de DNA também leva à 
conclusão de que esse sistema promove uma replicação de 
alta fidelidade. A ligação de 5'-desoxinucleotídeos trifosf ata- 
dos na direção 3' —> 5' exigiria a retenção do grupo trifosf ato 
5'-terminal da cadeia em crescimento para acionar a próxima 
etapa de acoplamento (Fig. 30.39 a). Na edição de um nucleo- 
tídeo 5'-terminal malpareado (Fig. 30.395), essa polimerase 
putativa iria - em analogia com a Pol I, por exemplo - remo- 
ver o nucleotídeo errôneo, deixando um grupo 5'-OH ou um 
grupo 5'-fosfato. Nenhum desses grupos terminais é capaz de 
suprir a energia necessária para a continuação da extensão 
da cadeia. Uma revisão de leitura de 3' —»■ 5' por parte da 
DNA-polimerase teria, portanto, que ser capaz de reativar 
seus produtos editados. A complexidade inerente de um sis- 
tema como esse foi, presumivelmente, selecionada de forma 
desfavorável durante a evolução. 

4 REPLICAÇÃO EUCARIÓTICA 

Existe um grau de similaridade notável entre os mecanismos de 
replicação do DNA de eucariotos e procariotos. Apesar disso, 
existem diferenças importantes entre esses dois sistemas de 
replicação, em consequência da enorme complexidade dos 
eucariotos em comparação com os procariotos. Por exemplo, 
os cromossomos eucarióticos são complexos de DNA e pro- 
teínas estruturalmente complicados e dinâmicos (Seção 34.1), 
com os quais a maquinaria de replicação deve interagir para a 
execução de suas funções. Consequentemente, como aconte- 
ce para a maioria dos aspectos bioquímicos, o conhecimento 


1202 Donald Voet / Judith G. Voet 


de como o DNA é replicado em eucariotos está muito atra- 
sado em relação ao que se sabe de procariotos, embora, em 
anos recentes, tenha ocorrido um progresso significativo da 
compreensão desse processo fundamental. Nesta seção, resu- 
me-se o que se conhece sobre a replicação do DNA em euca- 
riotos. Também serão discutidas as duas DNA-polimerases 
peculiares dos sistemas eucarióticos: a transcriptase reversa 
e a telomerase. 

A. 0 ciclo celular 

O ciclo celular, a sequência geral de eventos que ocorrem du- 
rante a vida de uma célula eucariótica, é dividido em quatro 
fases distintas (Fig. 30.40): 

1. A mitose e a divisão celular ocorrem durante a fase M 
(de mitose), que é relativamente breve. 

2. Essa fase é seguida pela fase G : (de gap, intervalo), que 
compreende a parte mais longa do ciclo celular. Esse é o 
principal período de crescimento celular. 

3. Gj dá lugar à fase S (de síntese), que, em contraste com 
os eventos procarióticos, é o único período do ciclo celular no 
qual o DNA é sintetizado. 

4. Durante a fase G 2 , relativamente curta, a célula, agora te- 
traploide, prepara-se para a mitose. Depois, ela entra na fase 
M mais uma vez e começa, portanto, um novo ciclo celular. 

O ciclo celular de células em cultura normalmente ocupa 
um período de 16 a 24 horas. Em contraste, a duração do 
ciclo celular para diferentes tipos de células de um organis- 
mo multicelular pode variar desde 8 horas até > 100 dias. A 
maior parte dessa variação ocorre na fase G r Além disso, 
muitas células terminalmente diferenciadas, como neurônios 
e células musculares, nunca se dividem; elas assumem um es- 
tado quiescente, conhecido como fase G 0 . 

A irreversível “decisão” celular de proliferar é tomada 
na fase G : . A quiescência é mantida se, por exemplo, hou- 
ver pouca disponibilidade de nutrientes ou se a célula esti- 
ver em contato com outras células (inibição por contato). 
De modo inverso, a síntese de DNA pode ser induzida por 
vários agentes, tais como carcinógenos ou vírus causadores 



FIGURA 30.40 O delo celular eucariótico. As células em G, 
podem entrar em uma fase quiescente (G 0 ), em vez de seguirem 
adiante no ciclo celular. 


de tumores, que desencadeiam a proliferação celular descon- 
trolada (câncer; Seções 19.3B e 34.4C); pela remoção cirúr- 
gica de um tecido, o que resulta na sua rápida regeneração; 
ou por proteínas conhecidas como mitógenos, que se ligam a 
receptores de superfície celulares e induzem a divisão celular 
(Seção 34.4D). 

a. O ciclo celular é controlado por cíclinas e por 
proteína-cinases dependentes de cicllnas 
A progressão de uma célula pelo ciclo celular é regulada 
por proteínas conhecidas como ciclinas e proteína-cinases 
dependentes de ciclinas (Cdks, de cyclin-dependent protein 
kinases). As ciclinas são assim denominadas porque elas são 
sintetizadas durante uma fase do ciclo celular e completa- 
mente degradadas durante a fase seguinte (a degradação de 
proteínas é discutida na Seção 32.6). Uma determinada cicli- 
na liga-se especificamente e, assim, ativa a(s) sua(s) Cdk(s) 
correspondente(s) para que fosforile(m) suas proteínas-alvo 
e, dessa maneira, ative(m) essas proteínas para que executem 
os processos que compõem aquela fase do ciclo celular. Para 
ingressar em uma nova fase no ciclo celular, uma célula deve 
satisfazer um ponto de verificação correspondente, que mo- 
nitora se a célula completou satisfatoriamente a fase anterior 
(p. ex., a ligação de todos os cromossomos ao fuso mitótico 
deve preceder a mitose [Seção 1 .4Aa] ; se este não foi o caso 
para um cromossomo, uma célula-filha ficaria sem esse cro- 
mossomo e a outra teria dois, sendo ambas as condições de- 
letérias, senão letais). Caso a célula não satisfaça os critérios 
do ponto de verificação, o ciclo celular é retardado ou mesmo 
interrompido até que ela atenda aos requisitos. O controle do 
ciclo celular será discutido adicionalmente na Seção 34 .4C. 

B. Mecanismos de replicação eucarióticos 

Muito do que se sabe a respeito da replicação do DNA euca- 
riótico foi aprendido a partir de estudos feitos com a levedu- 
ra de brotamento (Saccharomyces cerevisiae) e a levedura de 
fissão binária ( Schizosaccharomyces pombe ), os eucariotos 
mais simples, e com o vírus símio 40 (SV40, de simian virus 
40), que possui um cromossomo de DNA circular de 5.243 pb 
com apenas uma origem de replicação. Entretanto, estudos 
sobre a replicação do DNA em células de metazoários (ani- 
mais multi celulares), particularmente Drosophila, Xenopus 
laevis (um sapo com garras africano, cujos ovos são facilmen- 
te estudados), e seres humanos têm, também, conduzido a 
importantes avanços no conhecimento. 

a. As células eucaríõticas contêm inúmeras DNA-po time rases 
As principais DNA-polimerases conhecidas podem ser clas- 
sificadas em seis famílias, com base nas suas relações filoge- 
néticas. Os membros da família A (p. ex., a Pol I de E. coli), 
da B (p. ex., a Pol II de E. coli), e da C (p. ex., a Pol III de E. 
coli) incluem todas as polimerases replicativas, assim como 
algumas polimerases de reparo, a família D ocorre apenas 
em arqueas, onde suas funções são pobremente entendidas 
e as famílias X e Y participam do reparo do DNA. Os domí- 
nios de dedos e polegar apresentam estruturas que são únicas 
para cada família, enquanto os domínios de palma conten- 
do os resíduos catalíticos são semelhantes nas famílias A, B 
e Y. As células animais expressam pelo menos quatro tipos 
distintos de DNA-polimerases que estão envolvidas na repli- 
cação do DNA (Tabela 30.5). Elas são designadas, na ordem 
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TABELA 30.5 Propriedades de DNA-polimerases eucari óticas que participam da replicação do DNA 



a 

y 

8 

e 

Localizaçao 

Núcleo 

Mitocôndria 

Núcleo 

Núcleo 

Massas das subunidades (kDa)* 

167, 79, 62, 48 
(166, 66, 59, 50) 

144 

(140, 55) 

125, 55, 40 
(124, 51,51) 

256, 78, 23, 22 
(262, 60, 17, 12) 

Família 

B 

A 

B 

B 


*Levedura 5. cerevisiae (células humanas). 

Fonte: Principalmente Johnson, A. and 0’Donnell, M .,Annu. Rev. Biochem. 74, 283 (2005). 


de suas descobertas, DNA-polimerases (pois) a, y, 5 e e (al- 
temativamente, POLA, POLG, POLD1 e POLE), das quais 
pol a é um membro da família A e as outras são membros da 
família B . 

A pol a ocorre apenas no núcleo da célula, onde ela par- 
ticipa da replicação do DNA cromossômico. Essa função foi 
amplamente estabelecida pela utilização de seu inibidor es- 
pecífico, a afidicolina, 


OH 



HOH 2 C ch 3 


Afidicolina 

e pela observação de que a atividade da pol a varia com a 
taxa de proliferação celular. A pol a, assim como todas as 
DNA-polimerases, replica o DNA pela extensão de um ini- 
ciador 5' — » 3', sob a coordenação de um molde de ssDNA. 
Esse heterotetrâmero, o qual não apresenta atividade de 
exonuclease, consiste em uma subunidade de polimerase de 
167 kDa, de uma subunidade de primase de 48 kDa, de uma 
subunidade de 62 kDa que é necessária para a atividade in- 
tegral da primase e de uma subunidade de 79 kDa, que está 
implicada na regulação da iniciação, todas as quais são cole- 
tivamente conhecidas como pol o/primase. 

O pol 8 é um heterotrímero cuj a subunidade catalítica de 
125 kDa não apresenta uma primase associada, mas contém 
um domínio da exonuclease 3' — » 5' de revisão de leitura. A 
estrutura por raios X da subunidade catalítica da pol ô de le- 
vedura (também chamada de pol 6) , determinada por Aneel 
Aggarwal, revela que essa enzima é composta por cinco do- 
mínios, arranjados ao redor de um orifício central, que estão 
próximos do seu sítio ativo de polimerização (Fig. 30.41). 
Ela tem uma arquitetura semelhante à de uma mão direita, 
inicialmente observada nas DNA-polimerases da família A 
(Figs. 30.8 e 30.9), e seu domínio de palma tem um núcleo 
estruturalmente similar que contém os dois resíduos de Asp 
invariáveis implicados no mecanismo de transferência de nu- 
cleotidilas (Fig. 30.10). Entretanto, existem diferenças mais 
importantes entre as polimerases da família A (p. ex., Fig. 
30.8) e a pol 8, a qual é a representante das polimerases da 
família B . Mais notavelmente em pol ò: 

1. O domínio de dedos, o qual consiste em apenas um par 

de hélices antiparalelas, é girado por ~ 60° em relação àque- 
le das polimerases da família A. 


2. O domínio de exonuclease se proj eta a partir do topo do 
domínio de dedos, em vez de partir da base do domínio de 
palma, como ocorre nas polimerases da família A. 

3. Existe um grande domínio N-terminal, que não está pre- 
sente nas polimerases da família A. 

4. A fita-molde entra no sítio ativo a partir de uma fenda en- 
tre os domínios N-terminal e de exonuclease, enquanto nas po- 
limerases da família A ele faz isso a partir do domínio de palma. 

5. O dsDNA recém-formado mais próximo do sítio ativo 
tem uma conformação semelhante ao DNA-B, em vez da 
conformação semelhante ao DNA- A, observada na família 
de polimerases A (Seção 30.2Ae). 



FIGURA 30.41 Estrutura por raios X da DNA-polimerase 8 
de levedura (pol 5) em complexo com o DNA molde iniciador 
e dCTP. A proteína está representada na forma de fitas, com 
seus cinco domínios coloridos de forma diferente como indica- 
do. O DNA, cujas fitas do iniciador e do molde consistem em 
12 e 16 nt, juntamente com o dCTP que está sendo adicionado, 
está representado na forma de bastões, com C do molde verde, 
C do iniciador ciano, C do dCTP magenta, N azul, O vermelho 
e P cor de laranja e com átomos de P sucessivos em cada fita de 
DNA conectados por tubos cor de laranja. Os íons de Ca 1 2 no 
sítio ativo de polimerase (Pol) estão representados por esferas 
verdes escuras, assim como o íon de Ca z no sítio ativo de exo- 
nuclease (Exo). (Com base na estrutura por raios X de Aneel 
Aggarwal, Mount Sinai School of Medicine, Nova York, EUA. 
PDBid 31AY.) 
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Em contraste à pol a, que apresenta uma processividade 
apenas moderada (~ 100 nucleotídeos) , a da pol ô é essen- 
cialmente ilimitada (replica a extensão total de um molde), 
mas apenas quando ela está em complexo com uma proteína 
denominada de antígeno nuclear de proliferação celular 
(PCNA, de proliferating cell nuclear antigen; assim denomi- 
nado porque ocorre apenas no núcleo de células em prolife- 
ração e reage com anticorpos produzidos por um subgrupo de 
pacientes portadores da doença autoimune lúpus eritematoso 
sistêmico). A estrutura por raios X do PCNA (Fig. 30.42), de- 
terminada por Kuriyan, revela que ele forma um anel triméri- 
co com estrutura (e presumivelmente função) quase idêntica 
à do grampo deslizante |3 2 de E. coli (Fig. 30.13), Assim, cada 
subunidade do PCNA é composta por quatro motivos pa(3(3p 
estruturalmente semelhantes, em vez dos seis que constituem 
a subunidade (3 de E. coli. É intrigante notar que o PCNA e a 
subunidade |3 não exibem identidade de sequência significati- 
va, mesmo quando suas porções estruturalmente semelhantes 
são alinhadas. Arqueas também apresentam grampos desli- 
zantes com simetria pseudo-hexagonal. 

A pol 5 em complexo com o PCNA é necessária para a 
síntese da fita tardia. Em contraste, pol a/primase atua para 
sintetizar iniciadores de RNA de ~ 12 nt, que ela estende 
adicionalmente com — 20 nt de DNA. Assim, em um proces- 
so denominado de mudança de polimerase (polymerase swi- 
tching ), o equivalente eucariótico do carregador do grampo 



FIGURA 30.42 Estrutura por raios X do PCNA humano. Suas 
três subunidades, que formam um anel simétrico triplo, estão 
representadas na forma de fitas encaixadas em seu diagrama de 
superfície semitransparente. Uma dessa subunidades está colo- 
rida na ordem das cores do arco-íris a partir de sua extremidade 
N-terminal (azul) para a sua extremidade C- terminal (vermelho), 
outra está em cor-de-rosa e a terceira está em verde-claro. Um 
modelo de volume atômico do B-DNA, visualizado ao longo de 
seu eixo helicoidal, foi desenhado no centro do anel do PCNA. 
Compare esta estrutura com aquela da subunidade |3 2 do grampo 
deslizante da holoenzima Pol III de E. coli (Fig. 30.13). (Com 
base em uma estrutura por raios X de John Kuriyan, University 
of Califórnia at Berkeley, EUA. PDBid 1AXC.) 
ijfc Ver Exercício interativo 35 


de E. coli, o fator de replicação C (RFC, de replication factor 
C ), desloca a pol a e coloca o PCNA sobre o DNA-molde, 
próximo à fita iniciadora, após o que a pol 8 se liga ao PCNA 
e estende processivamente a fita de DNA. 

RFC, como o carregador do grampo de E. coli, é um 
heteropentâmero de subunidades da família AAA+, mas, 
enquanto o carregador do grampo contém três subunidades 
idênticas (y 3 88'), RFC é composto por cinco subunidades di- 
ferentes, RFC-A a RFC-E (alternativamente, RFC1-RFC5). 
A estrutura por raios X do RFC de levedura em complexo 
com o PCNA (Fig. 30.43), determinada por 0’Donnell e 
Kuriyan, revela que as subunidades A, B e C de RFC se ligam 
em cavidades hidrofóbicas conservadas na face do PCNA na 
qual seus resíduos C-ter minais estão localizados (uma vez 
que as três subunidades idênticas do PCNA estão ligadas ca- 
beça-com-cauda, suas duas faces são diferentes). De fato, esse 
assim chamado lado C do PCNA, o qual se posiciona no lado 
oposto ao da direção do movimento da polimerase, se liga a 
muitas das proteínas que participam nos processos replica- 



FIGURA 30.43 Estrutura por raios X do RFC de levedura em 
complexo com PCNA, ADP e ATPyS. Ambas as proteínas es- 
tão desenhadas na forma de tubo e seta, com as subunidades do 
RFC coloridas como suas homólogas na Fig. 30.34a (com as su- 
bunidades RFC-A, B, C, D e E correspondendo às subunidades 
S, y3, y2, yl e 6' do carregador do grampo de E. coli, respectiva- 
mente) e o PCNA colorido como na Fig. 30.42. A vista é similar 
àquela do carregador do grampo de E. coli na Fig. 30.34a. O 
ADP, que está ligado apenas a RFC-E, e o ATPyS, que se liga 
às outras quatro subunidades, estão mostrados na forma de vo- 
lume atômico, com C do ATPyS verde, C do ADP magenta, N 
azul, O vermelho, P cor de laranja e S amarelo. Notar que todas 
as cinco subunidades de RFC apresentam um sítio de ligação 
a nucleotídeo, enquanto as subunidades 8 e 8' de E. coli não. 
(Com base em um estrutura por raios X de Mike 0’Donnell, 

The Rockefeller University, EUA e John Kuriyan, University of 
Califórnia at Berkeley, EUA. PDBid 1SXJ.) 
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tivos, incluindo a maioria das DNA-polimerases, e, assim, o 
PCNA desempenha um papel principal no recrutamento dos 
componentes dos vários tipos de forquilhas de replicação. Os 
domínios C-terminais de cada subunidade de RFC se asso- 
ciam para formar um colar em forma de anel, da mesma for- 
ma como o fazem os domínios C-terminais do carregador do 
grampo de E. coli (Fig. 30.34). De maneira idêntica, os domí- 
nios AAA+ de RFC estão arranjados em uma espiral voltada 
para a direita que se combina com o trajeto helicoidal do es- 
queleto açúcar-fosfato do DNA-B. Presumivelmente, os car- 
regadores de grampo procarióticos e eucarió ticos interagem 
com o DNA molde-iniciador e seus correspondentes grampos 
deslizantes de maneiras semelhantes. 

A pol £, uma enzima heterotetramérica nuclear, é o 
participante mais enigmático na replicação do DNA. Pol e 
é altamente processiva na ausência do PCNA e apresenta 
uma atividade de exonuclease 3' —> 5' que degrada ssDNAs 
em oligonucleotídeos de 6 ou 7 resíduos, em vez de produ- 
zir mononucleotídeos, como faz a pol 8 . Embora a pol £ seja 
necessária para a viabilidade de leveduras, sua função essen- 
cial pode ser executada apenas pela metade não catalítica 
C-terminal da sua subunidade catalítica de 256 kDa, a qual 
é única entre as DNA-polimerases da família B. Isso suge- 
re que a metade C-terminal da subunidade catalítica de pol 
£ seja requerida para a montagem do complexo de replica- 
ção. Apesar disso, Thomas Kunkel demonstrou que pol e é, 
provavelmente, a replicase da fita líder, embora ela também 
possa contribuir para a síntese da fita-tardia. Além disso, pol 
também pode participar da síntese da fita-líder. 

A pol 7 , um monômero, ocorre exclusivamente nas mi- 
tocôndrias, onde, presumivelmente, replica o DNA mitocon- 
drial. Os cloroplastos contêm uma enzima semelhante. 

As células eucarióticas contêm baterias de DNA- 
polimerases. Essas baterias incluem as DNA-polimerases que 
participam da replicação do DNA cromossômico (as pois a, 
8 e e) e várias DNA-polimerases que atuam nos processos de 
reparo do DNA (Seção 30.5), incluindo as pois p, rj, i, k e £ 
(alternativamente, POLB, POLH, POLI, POLK e POLZ). A 
pol p, uma enzima da família X, é notável pelo seu pequeno 
tamanho (um monômero de 335 resíduos em humanos). 

b. Cromossomos eucariótlcos são compostos por numerosos 
replicons 

Os sistemas de replicação eucarióticos e procarióticos diferem 
mais obviamente pelo fato de que os cromossomos eucarióticos 
possuem múltiplas origens de replicação, em contraste com a 
origem única de replicação de cromossomos procarióticos. As 
células eucarióticas replicam o DNA com uma velocidade de 
~ 50 nt/s (~ 20 vezes mais lenta do que em E. coli), como foi 
determinado por medições autorradiográficas das extensões 
de seções de cromossomos eucarióticos marcadas por pulsos. 
Como um cromossomo eucariótico contém geralmente 60 ve- 
zes mais DNA do que aqueles de procariotos, a sua replicação 
bidirecional a partir de uma única origem de replicação iria ne- 
cessitar de ~ 1 mês para ser finalizada. Micrografias eletrôni- 
cas como a da Fig. 30.44 revelam, no entanto, que os cromosso- 
mos eucarióticos contêm múltiplas origens, uma a cada 3 a 300 
kb, dependendo tanto da espécie como do tecido, de forma que 
a fase S ocupa, normalmente, apenas algumas poucas horas. 

Observações citológicas indicam que as várias regiões cro- 
mossômicas não são replicadas de forma simultânea; em vez 



FIGURA 30.44 Micrografia eletrônica de um fragmento de 
DNA de Drosophila em replicação. As setas indicam seus 
múltiplos olhos de replicação. (De Kreigstein, H.J., e Hogness, 
D.S., Proc. Natl. Acad. Sei. 71, 136 [1974].) 

disso, agrupamentos de 20 a 80 replicons (unidades de replica- 
ção; segmentos de DNA, cada um deles servido por uma ori- 
gem de replicação) adjacentes são ativados simultaneamente. 
Novos replicons são ativados ao longo de toda a fase S, até 
que todo o cromossomo tenha sido replicado. Durante esse 
processo, os replicons que já foram replicados são distinguidos 
daqueles que ainda não o foram; ou seja, o DNA cromossômi- 
co de uma célula é replicado uma única vez a cada ciclo celular. 

c. A montagem do complexo de Iniciação eucariótico ocorre 
em duas etapas 

A replicação do DNA eucariótico que ocorre apenas uma 
única vez por ciclo celular é conferida por um tipo de inter- 
ruptor (switch) binário. Um complexo pré-replicativo (pré- 
-RC, de pre-replicative complex) é montado em cada origem 
de replicação durante a fase Gj do ciclo celular. Esse é o único 
momento do ciclo celular durante o qual o pré-RC pode ser 
formado e, por isso, esse processo é conhecido como licencia- 
mento. Entretanto, um pré-RC licenciado não é capaz de ini- 
ciar a replicação do DNA. Ele deve ser ativado para que pos- 
sa fazê-lo, por um processo que ocorre durante a fase S. Essa 
separação temporal da montagem do pré-RC e da ativação da 
origem garante que um novo pré-RC não possa ser montado 
sobre uma origem que jã tenha sido “ disparada ” ( iniciado a 
replicação ), de forma que uma origem pode ser disparada ape- 
nas uma única vez por ciclo celular. Como isso ocorre? 

O processo de licenciamento e de como o pré-RC é ativa- 
do para formar um complexo de iniciação ainda não são com- 
pletamente entendidos. Assim, embora pareça que a maioria 
das proteínas que formam esses complexos tenha sido iden- 
tificada, suas estruturas, interações e, em muitos casos, suas 
funções são bastante desconhecidas. Tendo isso em mente, 
considera-se o que é conhecido a respeito desses processos. 

As origens de replicação são surpreendentemente variá- 
veis entre as espécies, em geral em um mesmo organismo, e 
até mesmo de acordo com o estágio do desenvolvimento de 
um determinado organismo. Assim, enquanto as origens de S. 
cerevisiae, que são conhecidas como sequências de replicação 
autônomas (ARS, de autonomously replicating sequences), 
contêm uma sequência altamente conservada de 11 pb rica 
em AT no interior de uma região não tão bem-definida de ~ 
125 pb, algumas origens de metazoários estão dispersas por 
“zonas de iniciação” de 10 a 50 kb que contêm múltiplas ori- 
gens e que, em alguns casos, não requerem qualquer sequên- 
cia específica de DNA. A despeito dessa disparidade, as pro- 
teínas que participam da replicação do DNA eucariótico são 
altamente conservadas desde leveduras até seres humanos. 
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FIGURA 30.45 Diagrama esquemático da montagem do 
complexo pré-repli cativo eucariótico (pré-RC). As estequio- 
metrias, posições e interações reais de seus vários componentes 
são em grande parte desconhecidas. O pré-RC forma-se somen- 
te durante a fase G t do ciclo celular. 


A montagem do pré-RC (Fig. 30.45) inicia no final da 
fase M ou no início da fase G p com a ligação do complexo 
de reconhecimento da origem (ORC, de origin recognition 
complex), um hexâmero de proteínas relacionadas (Orcl 
a Orc6), à origem, onde ele permanece ligado durante a 
maior parte ou durante todo o ciclo celular. O ORC, o aná- 
logo funcional da proteína DnaA na iniciação da replica- 
ção em E. coli (Seção 30.3Ca), recruta então duas proteí- 
nas, Cdc6 em 5. cerevisiae (Cdcl8 em 5. pombe; Cdc, de 
cell division cycle, ciclo de divisão celular) e Cdtl. Essas 
proteínas cooperam então com o ORC para a incorpora- 
ção do complexo MCM (assim denominado devido às suas 
funções de miniçhromosome maintenance , manutenção de 
minicromossomos [plasmídeos]), um hexâmero de subuni- 
dades relacionadas (Mcm2 a Mcm7), no DNA para gerar 
o pré-RC licenciado. O complexo MCM, uma helicase em 
forma de anel movida por ATP, é análogo à helicase DnaB 
de E. coli , enquanto Cdc6/Cdcl8 untamente com Cdtl 
parecem ser análogos à DnaC de E. coli (que facilita a in- 
corporação da DnaB). Com exceção da Cdtl, todas essas 
proteínas, Orcl a Orc6, Cdc6/Cdcl8, Mcm2 a Mcm7, bem 
como a DnaA, a DnaB e a DnaC de E. coli , são ATPases 
AAA-K 


A conversão de um pré-RC licenciado para um comple- 
xo de iniciação ativo requer a adição da pol a/primase, da 
pol £ e de diversas proteínas acessórias, que ocorrem apenas 
no início da fase S. Esse processo inicia com a adição da pro- 
teína McmlO (que não apresenta similaridade de sequência 
com qualquer uma das sub unidades do complexo MCM) ao 
pré-RC, o que, provavelmente, desloca a Cdtl. A isso segue- 
-se a adição de pelo menos duas proteína-cinases, uma Cdk 
e a Ddk, essa última sendo um heterodímero formado pela 
proteína-cinase Cdc7 com a sua subunidade de ativação Dbf4 
(Ddk vem de Dbf4-dependent kinase, cinase dependente de 
Dbf4). A Ddk atua fosforilando cinco das seis subunidades 
do MCM (todas exceto a Mcm2), de modo a ativar o comple- 
xo MCM como uma helicase. Em contraste, a maneira por 
meio da qual as Cdks ativam o pré-RC é pouco compreen- 
dida, embora diversas proteínas ORC e MCM, bem como a 
Cdc6/Cdcl8, sejam fosforiladas por Cdks. A Ddk, juntamen- 
te com uma Cdk, também recruta a Cdc45 para o complexo 
de iniciação em formação. A Cdc45, por sua vez, é necessá- 
ria para a montagem da maquinaria sintética de iniciação na 
forquilha de replicação, incluindo a pol a/primase, a pol e, 
o PCNA e a proteína de replicação A (RPA, de replication 
protein A), a correspondente heterotrimérica eucariótica da 
SSB, formando, assim, um complexo de iniciação ativo. 

d. A re-replicação é impedida por ações de Cdks e geminina 
Depois da iniciação (priming) ter ocorrido, juntam-se ao 
complexo de iniciação o RFC e a pol 6 e, como descrito an- 
teriormente, ele é convertido em um complexo de replicação 
ativo, pela troca de polimerase. A replicação do DNA pros- 
segue então bidirecionalmente, até que cada forquilha de 
replicação tenha colidido com uma forquilha de replicação 
que avança no sentido contrário, completando, assim, a repli- 
cação do replicon. Uma forquilha de rephcação ativa irá des- 
truir quaisquer pré-RCs licenciados e complexos de iniciação 
não disparados em seu trajeto, o que impede, portanto, que 
o DNA nesses sítios seja replicado duas vezes. Os eucariotos 
parecem não possuir sequências de terminação e proteínas 
análogas aos sítios Ter e à proteína Tus de E. coli. 

Vários mecanismos redundantes garantem que um pré- 
-RC possa iniciar a síntese de DNA apenas uma única vez. As 
Cdks estão ativas desde o final da fase G L até o final da fase 
M. Esses níveis elevados de Cdks, que são necessários para 
ativar a iniciação, também impedem a reiniciação. A fosfori- 
lação de Cdc6/Cdcl8, mediada por Cdk, que ocorre no final 
da fase G ls depois dos pré-RCs terem se formado, faz a Cdc6/ 
Cdcl8 ser degradada proteoliticamente, em leveduras, e ex- 
portada do núcleo, em células de mamíferos. Evidentemente, 
a Cdc6/Cdcl8 é necessária apenas para a montagem do pré- 
-RC e não para a sua ativação. A atividade de helicase do 
complexo MCM é inibida por fosforilação, pelo menos in 
vitro. Além disso, as proteínas do MCM são exportadas do 
núcleo nas fases G 2 e M, um processo que é interrompido pela 
inativação de Cdk. Entretanto, a função da fosforilação me- 
diada por Cdk das proteínas ORC ainda não é clara. 

As células de metazoários possuem, ainda, um outro me- 
canismo para impedir a montagem de um pré-RC licenciado 
sobre um DNA já replicado. Níveis elevados de uma proteína 
denominada geminina aparecem na fase S e ela continua a acu- 
mular-se até o final da fase M, quando é degradada. A gemini- 
na se associa com a Cdtl (que, juntamente com a Cdc6/Cdcl8, 
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coloca o complexo MCM sobre o ORC), de forma a inibir a 
montagem do pré-RC. Essa inibição pode ser revertida pela 
adição de um excesso de Cdtl. Parece provável, portanto, que 
a presença de geminina forneça proteção contra a re-replicação 
do DNA sob condições nas quais as Cdks são inibidas pela ati- 
vação do ponto de verificação. Além disso, a re-replicação tam- 
bém é impedida pela degradação de Cdtl após a origem com a 
qual ela estava associada tenha sido disparada. A necessidade 
desse processo para a replicação do DNA está indicada pelo 
seu bloqueio pelo inibidor da DNA-polimerase afidicolina. 

Finalmente, as células que passam para a fase G 0 (quies- 
cente) do ciclo celular (Fig. 30.40) - a maioria das células do 
corpo humano - param de sintetizar DNA. Essas células são 
caracterizadas pela ausência de atividade de Cdk. Em célu- 
las proliferativas, isso iria permitir a re-replicação do DNA. 
Entretanto, células em G 0 também não possuem as proteí- 
nas do complexo MCM e são, portanto, incapazes de montar 
pré-RCs licenciados. Como células cancerosas são caracte- 
rizadas por apresentarem um estado de rápida proliferação 
(Seção 19. 3B), a presença de proteínas do complexo MCM 
em células que deveriam estar quiescentes é um marcador 
diagnóstico promissor para o câncer. 


e. Os iniciadores são removidos por RNase Hl e 
Rap-endonuclease-1 

Durante a síntese da fita tardia, quando a pol S alcança o 
fragmento de Okazaki previamente sintetizado, ela deslo- 
ca parcialmente o seu RNA iniciador através de síntese de 
DNA, gerando, dessa forma, uma aba de RNA. O iniciador 
é, então, removido pela ação de duas enzimas: a RNase Hl 
remove a maior parte do RNA, deixando apenas um ribonu- 
cleotídeo 5', adjacente ao DNA, o qual é, então, removido 
pela //flp-endonuclease-1 (FEN1). Entretanto, como já vi- 
mos, a pol a/primase, ao estender os iniciadores de RNA, sin- 
tetiza cerca de ~ 20 nt de DNA antes de ser substituída pela 
pol ô. Como a pol a não apresenta a capacidade de revisão 
de leitura, essa extensão do iniciador tem uma probabilidade 
maior de conter erros do que o DNA sintetizado pela pol 6 . 
Porém, a FEN1, que é recrutada para a forquilha de replica- 
ção devido a sua ligação no lado C do PCNA, fornece o que 
é, de fato, a função de revisão de leitura da pol a: ela também 
atua como uma endonuclease, que remove oligonucleotídeos 
contendo malpareamentos de até 15 nt de extensão, a partir 
da extremidade 5' de uma fita de DNA anelada. Além dis- 
so, a FEN1 pode fazer várias dessas excisões sucessivamente 
para remover malpareamentos mais distantes. O segmento 
removido é, depois, substituído pela pol ô, à medida que ela 
sintetiza o fragmento de Okazaki seguinte. 


f. O DNA mttocondríal é replicado via fragmentos de Okazaki 
de RNA 

As mitocôndrias de mamíferos contêm de duas a dez cópias 
de seu cromossomo circular de ~ 16 kb. A replicação des- 
se cromossomo mediada pela pol 7 ocorre de forma unidi- 
recional a partir de uma única origem de replicação. Nesse 
processo, como demonstrado por Ian Holt, os fragmentos de 
Okazaki da fita tardia são sintetizados inteiramente como 
RNA (Fig. 30.46). O RNA é, então, substituído por DNA, 
embora a maneira como isso ocorra sej a pobremente entendi- 
da. Uma possibilidade é que esse RNA sej a removido de uma 
forma muito semelhante àquela utilizada para a remoção dos 



FIGURA 30.48 Replicação do cromossomo mitocondrial de 
mamíferos. Esse cromossomo circular é replicado de forma 
unidirecional a partir de uma única origem por um processo no 
qual os fragmentos de Okazaki são inteiramente RNA. 


iniciadores no núcleo, ou seja, através das ações da RNase Hl 
e FEN1, seguidas pela síntese da fita tardia pela pol 7 . 

C. Transcriptase reversa 

Os retro vírus, os quais são vírus eucarió ticos que contêm 
RNA, tais como certos vírus tumorais e o vírus da imunode- 
ficiência humana (HIV), contêm uma DNA-polimerase diri- 
gida por RNA (transcriptase reversa). Essa enzima, que foi 
descoberta independentemente em 1970 por Howard Temin 
e David Baltimore, atua de forma muito semelhante à Pol 
I, no sentido de que ela sintetiza DNA na direção 5' — > 3' a 
partir de moldes iniciados. No caso da transcriptase reversa, 
contudo, o molde é de RNA. 

A descoberta da transcriptase reversa causou uma sen- 
sação moderada na comunidade bioquímica, pois ela foi per- 
cebida por alguns como uma heresia em relação ao dogma 
central da biologia molecular (Seção 5.4). Não existe, no 
entanto, qualquer restrição termodinâmica para a reação de 
transcrição reversa; de fato, sob determinadas condições, a 
Pol I pode, da mesma forma, copiar moldes de RNA. 

A transcriptase recersa transcreve o genoma de RNA de 
fita simples de um retrovírus em um dsDNA, como descrito 
a seguir (Fig. 30.47): 

1. O RNA retroviral atua como molde para a síntese de seu 
DNA complementar (atividade de DNA-polimerase dirigida 
por RNA), originando um hélice híbrida RNA-DNA. A sín- 
tese de DNA é iniciada por um tRNA da célula hospedeira, 
cuja extremidade 3' se desenrola parcialmente para realizar 
um pareamento de bases com um segmento complementar 
ao do RNA virai. 

2. A fita de RNA é, então, degradada nucleoliticamente 
(atividade de RNase H; H de híbrido). 

3. A fita de DNA atua como um molde para a síntese da 
fita de DNA complementar (atividade de polimerização de 
DNA dirigida por DNA), originando um DNA de fita dupla. 

O DNA é, então, integrado em um cromossomo da célula 
hospedeira. 

A transcriptase reversa tem sido uma ferramenta parti- 
cularmente útil na engenharia genética, devido a sua capa- 
cidade em transcrever mRNAs em fitas complementares de 
DNA (cDNA). Para transcrever mRNAs eucarió ticos, que 
possuem caudas de poli(A) (Seção 31.4Ab), o iniciador pode 
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FIGURA 30.47 As reações catalisadas pela 
transcriptase reversa. 



DNA de fita dupla 


ser um oligo(dT). Os cDNAs são utilizados, por exemplo, 
como sondas em Southern blotting « Seção 5.5D) para identi- 
ficar os genes codificadores dos mRNAs correspondentes. A 
sequência de bases de um RNA pode ser facilmente determi- 
nada pelo sequenciamento de seu cDNA (Seção 7.2A). 


a. A estrutura por raios X da transcriptase reversa do HtV-1 
A transcriptase reversa (RT) do HIV-1 é uma proteína dimé- 
rica, cujas sub unidades são sintetizadas como polipeptídeos 
idênticos de 66 kDa, conhecidos como p66 (p de proteína), 
cada um deles contendo um domínio de polimerase e um 
domínio de RNase H. No entanto, o domínio de RNase H 
de uma das duas subunidades é removido proteoliticamente, 
originando, dessa forma, um polipeptídeo de 51 kDa deno- 
minado p51. Portanto, a RT é um dímero de p66 e p51. 

Os primeiros fármacos aprovados para o tratamento da 
Aids, a 3'-azido-3'-desoxitimidina (AZT; zidovudina), a 2', 
3'-didesoxi-inosina (ddl; didanosina), a 2,3-didesoxicitidi- 
na (ddC; zalcitabina) e a 2,3'-dide-hidro-3'-desoxitimidina 
(stavudina), 


hoch 2 o T 

ICh h) 

^ ] \ 

N=N=N H 

S^Azido-â^desoxitimidina 
(AZT; zidovudina) 



2 \ 3’-Didesoxi-inosina 
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são inibidores de RT. Infelizmente, linhagens de HIV-1 re- 
sistentes surgiram muito rapidamente, porque a RT não pos- 


sui a função da exonuclease de revisão de leitura e, portan- 
to, é altamente propensa a erros. Assim, como visto (Seção 
15.4Cd), uma terapia anti-HIV de longo prazo e efetiva ne- 
cessita da administração constante de pelo menos um inibi- 
dor da RT e um inibidor da protease de HIV. 

Edward Arnold determinou a estrutura por raios X 
da RT em complexo com um DNA molde iniciador de 21 
pb com uma projeção de 5 nt na extremidade 5' da sua fita 
molde, um resíduo de didesoxi-dG (ddG) na extremidade 3' 
da fita do iniciador (que impede que ela seja estendida) em 
complexo com dATP (Fig. 30.48). Os domínios de polime- 
rase da p66 e da p51 contêm, cada um deles, quatro subdo- 
mínios, os quais, devido às suas semelhanças coletivas na p66 
com as DNA-polimerases, são denominados, da extremidade 
N-terminal para a C-terminal, “dedos", “palma", “polegar” 
e “conexão". De fato, as transcriptases reversas constituem 
uma família separada de DNA-polimerases, a família RT. 
Em p66, o domínio de RNase H segue-se ao de conexão. 

A p51 sofreu uma mudança conformacional notável em 
relação à p66: a conexão girou 155° e mudou de posição 17 
Â, saindo de uma posição na p66, na qual ela fazia contato 
apenas com o domínio de RNase H (Fig. 30.48a), para uma 
posição na p5 1 na qual ela faz contato com todos os outros 
três subdomínios da polimerase (Fig. 30.48 /j). Isso permite 
que a p66 e a p51 justaponham diferentes superfícies de suas 
conexões para formarem, em parte, a cavidade de ligação 
ao DNA da RT. Assim, os domínios de polimerase quimica- 
mente idênticos da p66 e da p51 não estão relacionados por 
uma simetria molecular dupla (um fenômeno raro, mas não 
sem precedentes), ficando, em vez disso, associados em um 
tipo de organização de cabeça-com-cabeça e cauda-com-cau- 
da (Fig. 30.48c). Consequentemente, a RT possui apenas um 
sítio ativo de polimerase e um sítio ativo de RNase H. Esse 
é um exemplo de economia genética virai: o HIV-1, com seu 
genoma de tamanho limitado, tem sido bem-sucedido na uti- 
lização de um único polipeptídeo para duas funções que são 
essencialmente diferentes. 
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FIGURA 30.48 Estrutura por raios X da transcriptase re- 
versa do H1V-1 em complexo com DNA molde -iniciador e 
dATP. {a) Um diagrama de fitas da subunidade p66, na qual 
o subdomínio de dedos N-terminal está em azul, o de palma 
em vermelho, o de polegar em verde, o de conexão em ama- 
relo e o domínio de RN ase H em magenta. ( b ) A subunidade 
p51, com seu domínio de palma orientado de forma similar 
à da p66. Notar as orientações diferentes de seus quatro do- 
mínios em relação à p66. (c) Um diagrama de fitas do hete- 
rodímero p66/p51 da RT do HIV-1 em complexo com DNA 
e dATP. Os subdomínios da p66 e da p51 estão coloridos 
como nas Partes a e b (as legendas indicam as subunidades e 
os domínios; p. ex., 51F e 66R correspondem ao domínio de 
dedos da p51 e ao domínio de RN ase H da p66). O DNA está 
representado na forma de escada. O complexo está orientado 
com sua subunidade de polimerase da p66 voltada para o topo 
da figura e é visualizado a partir de um ponto sobre a fenda 
de ligação ao molde iniciador da proteína (cuja base é predo- 
minantemente composta pelos domínios de conexão da p66 e 
da p51). (Com base em uma estrutura por raios X de Edward 
Amold, Rutgers University, EUA. PDBid 3JYT.) 

4ifc Ver Exercício Interativo 36 



O dATP se liga na extremidade 3' da fita do iniciador, 
próxima às três cadeias laterais de Asp cataliticamente es- 
senciais de p66, onde ele realiza pareamento de bases com 
uma base dT do molde. O DNA assume uma conformação 
que, próximo ao sítio ativo de polimerase, assemelha-se ao 
A-DNA (note a inclinação semelhante ao A-DNA das ba- 
ses em relação ao eixo da hélice abaixo do dATP na Fig. 
30.48c), mas em outras partes se assemelha mais ao B-DNA 
(no qual as bases estão quase que perpendiculares ao eixo da 
hélice), um fenômeno que também foi observado em várias 
estruturas de DNA-polimerases da família A em seus com- 
plexos com DNA (Seção 30.2Ae) . A maioria das interações 
proteína-DNA envolve o esqueleto açúcar-fosfato do DNA. 

A região do sítio ativo da RT contém os poucos motivos 
de sequência que são conservados entre as várias polimera- 
ses. De fato, essa região da p66 possui uma semelhança es- 
trutural impressionante com DNA-polimerases de estruturas 
conhecidas (Seções 30.2A e 30.4Ba). Isso sugere que outras 
DNA-polimerases provavelmente se üguem ao DNA de uma 
maneira semelhante. 


D. Telômeros e telomerase 

As extremidades dos cromossomos lineares não podem ser 
replicadas por qualquer um dos mecanismos já considerados. 
Isso ocorre porque o iniciador de RNA na extremidade 5' de 
uma fita tardia terminada não pode ser substituído por DNA; 
o iniciador necessário para isso não teria um local para ligar- 
-se. Como, então, as sequências de DNA das extremidades 
dos cromossomos eucarióticos, os telômeros (do grego: íelos, 
fim), são replicadas? 

O DNA telomérico possui uma sequência incomum: ele 
consiste em até vários milhares de repetições em tandem de 
uma sequência simples, espécie-dependente, rica em G, que 
finaliza a extremidade 3' de uma fita em cada término cro- 
mossômico. Por exemplo, o protozoário ciliado Tetrahymena 
possui a sequência telomérica repetitiva TTGGGG, enquanto 
em todos os demais vertebrados essa sequência é TTAGGG. 
Além disso, essa fita termina em uma projeção que varia de ~ 
20 nt, em levedura, até ~ 200 pb, em seres humanos. 
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FIGURA 39.49 Mecanismo proposto para a síntese de DNA 
telomérico pela telomerase de Tetrahymena. A fita de extre- 
midade 5' do telômero é posteriormente estendida pela síntese 
normal da fita tardia. (De acordo com Greider, C.W., e Black- 
bum, E.H., N ature 337, 336 [1989].) 


Elizabeth Blackbur, Carol Greider e Jack Szostak de- 
monstraram que o DNA telomérico é sintetizado por um 
novo mecanismo. A enzima que sintetiza a fita rica em G 
do DNA telomérico é denominada telomerase. A telome- 
rase de Tetrahymena , por exemplo, adiciona repetições em 
tandem da sequência telomérica TTGGGG à extremidade 
3' de qualquer oligonucleotídeo telomérico rico em G, inde- 
pendentemente de qualquer molde adicionado de maneira 
exógena. Uma indicação de como isso ocorre veio da desco- 
berta de que as telomerases são ribonucleoproteínas, cujos 
componentes de RNA contêm um segmento que é comple- 
mentar â sequência telomérica repetitiva. Essa sequência 
aparentemente atua como molde em um tipo de reação de 
transcrição reversa que sintetiza a sequência telomérica, 
transloca-se para a nova extremidade 3' do DNA e repe- 
te esse processo (Fig. 30.49). Essa hipótese foi confirmada 
pela observação de que alterações mutacionais no segmen- 
to do gene do RNA da telomerase que é complementar ao 
DNA telomérico resultam em DNA telomérico com sua 
sequência alterada de forma correspondente. De fato, o 
componente proteico aítamente conservado da telomerase, 
o qual é denominado TERT, é homólogo âs transcriptases 
reversas conhecidas (seu componente de RNA é denomi- 
nado TER). A fita de DNA complementar à fita teloméri- 
ca rica em G é aparentemente sintetizada pela maquinaria 
celular normal de síntese da fita tardia, explicando assim o 
prolongamento 3' da fita rica em G. 


a. TERT se assemelha a outras DNA-polímerases 

A estrutura por raios X dos 596 resíduos de TERT do besouro 
castanho Tribolium castaneum, determinada por Emmanuel 
Skordalakes, revela que suas subunidades contêm a organi- 
zação familiar de domínios de dedos-palma-polegar de outras 
DNA-polimerases (Fig. 30.50) e, em particular, se assemelha 
aos domínios correspondentes da subunidade p66 da transcrip- 
tase reversa do HIV-1 (Fig. 30.48). Além disso, TERT apre- 
senta um domínio N-terminal de ligação a RNA denominado 
TRBD (para domínio de ligação à repetição telomérica, de 
telomere repeat binding domairi) . TRBD fecha a fenda entre 
o polegar e os dedos, criando, dessa forma, uma proteína seme- 
lhante a um anel com um orifício que tem ~ 26 À de largura e 
~ 21 Á de profundidade. Isso é suficiente para acomodar um 
segmento de ~ 8 pb de um ácido nucleico de fita dupla. 

b. Os teiômeros devem ser capeados 

Sem a atuação da telomerase, um cromossomo seria encurta- 
do de 50 a 100 nt em ambas as extremidades a cada ciclo de 
replicação do DNA e divisão celular. Assumiu-se inicialmen- 
te, portanto, que, na ausência de uma telomerase ativa, genes 
essenciais localizados próximos às extremidades dos cromos- 
somos acabariam sendo perdidos, o que levaria à morte das 
descendentes das células originalmente afetadas. No entan- 
to, está evidente agora que as telomerases realizam uma fun- 
ção cromossômica vital, que é executada antes que isso possa 
ocorrer. As extremidades livres do DNA, que estão sujeitas 
à degradação por nucleases, disparam os sistemas de reparo 
de lesões do DNA, que normalmente funcionam para reli- 
gar as extremidades de cromossomos quebrados (bem como 
para interromper o ciclo celular até que isso ocorra). Assim, 
o DNA telomérico exposto resultaria em uma fusão extre- 
midade-com-extremidade de cromossomos, um processo que 
levaria à instabilidade cromossômica e acabaria em morte 
celular (cromossomos fusionados frequentemente quebram 
na mitose [seus dois centrômeros podem fazer com que eles 
sejam puxados em direções opostas], ativando os pontos de 
verificação de lesões no DNA). No entanto, em um processo 
conhecido como capeamento (capping), proteínas ligam-se 
especificamente ao DNA telomérico e sequestram as extre- 
midades do DNA. Há evidências de que o capeamento é um 
processo dinâmico, no qual a probabilidade de um telôme- 
ro ter a sua cobertura proteica removida aumenta à medida 
que a extensão do telômero diminui. A maioria das células 
somáticas de organismos multicelulares apresenta níveis 
muito baixos de atividade de telomerase, o que explica por 
que essas células em cultura somente podem executar um 
número limitado de duplicações (20-60) antes de atingirem 
a senescência (um estágio no qual elas não se dividem mais) 
e acabarem morrendo (Seção 19.3B). De fato, culturas de 
Tetrahymena com telomerases danificadas por mutações, 
que caso fossem normais seriam imortais, exibem caracterís- 
ticas que lembram as de células de mamíferos senescentes 
antes de morrerem. Aparentemente, a perda da funcionali- 
dade da telomerase em células somáticas é uma das bases para 
o envelhecimento em organismos multicelulares. 

c. A extensão dos teiômeros está correlacionada com o 
envelhecimento 

Existem fortes evidências experimentais que sustentam essa 
teoria de envelhecimento. A análise de culturas de fibroblas- 
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FIGURA 30.50 Estrutura por raios X de TERT de Tribolium castaneum. A proteína está mostrada na forma de fitas, com seus 
domínios de TRBD, dedos, palma e polegar coloridos de cor de laranja, azul, vermelho e verde, respectivamente, e embutidos em 
seu diagrama de superfície semitransparente colorido de forma similar. Compare essa estrutura com aquela da subunidade p66 da 
transcriptase reversa do HIV-1 (Fig. 30.48a). (Com base em um estrutura por raios X de Emmanueí Skordalakes, The Wistar Insti- 
tute, Philadelphia, Pennsylvania, EUA. PDBid 3DU5.) 


tos humanos de diversos doadores entre 0 e 93 anos indica 
que existe apenas uma fraca correlação entre a capacidade 
proliferativa de uma célula cultivada e a idade de seu doador. 
Há, contudo, uma forte correlação, válida ao longo de toda 
a faixa de variação de idade dos doadores, entre a extensão 
telomérica inicial em uma cultura celular e a sua capacida- 
de proliferativa. Assim, células que inicialmente possuem 
telômeros relativamente curtos passam por um número de 
duplicações significativamente menor do que células com 
telômeros mais longos. Além disso, fibroblastos de indiví- 
duos com progeria (uma doença rara, caracterizada pelo en- 
velhecimento rápido e prematuro, resultando em morte na 
infância) possuem telômeros curtos, uma observação que é 
consistente com a sua reduzida capacidade proliferativa em 
cultura. Em contraste, espermatozóides (os quais, por serem 
células germinativas, são realmente imortais) de doadores 
com idades entre 19 e 68 anos possuem telômeros cujas ex- 
tensões não variam com a idade do doador, o que indica que 
a telomerase é ativa em algum estágio do desenvolvimento 
da linhagem germinativa. Da mesma forma, aquelas poucas 
células de uma cultura que se tornam imortais (capacidade 
de proliferação ilimitada) apresentam uma telomerase ativa 
e uma extensão telomérica estável, como acontece com as cé- 
lulas de eucariotos unicelulares (que também são imortais) . 
Parece, portanto, que a erosão do telômero é uma causa sig- 
nificativa da senescência celular e, portanto, do envelheci- 
mento. De fato, camundongos transgênicos que expressam 
telomerase (a uma taxa constante) apresentam tempos de 
vida prolongados (embora, em contraste com seres humanos, 
os camundongos nos quais a telomerase foi inativada sobre- 
vivem sem problemas significantes por várias gerações antes 
de se tornarem estéreis). 


d. Células cancerosas possuem telomerases ativas 
Que vantagem os organismos multicelulares poderiam obter 
por ehminarem a atividade da telomerase em suas células so- 
máticas? Uma possibilidade interessante é a de que a senes- 
cência celular é um mecanismo que protege os organismos 
multicelulares do câncer. As duas características que definem 
as células cancerosas são a imortalidade e a capacidade de se 
multiplicarem descontroladamente (Seções 19.3B e 34.4C). 
Se as células de mamíferos fossem normalmente imortais, a 
incidência do cânceres seria provavelmente muito maior do 
que ela é, pois a imortalização, que requer uma telomerase 
ativa, é uma das principais etapas em direção a uma trans- 
formação maligna (formação de câncer), a qual requer várias 
alterações genéticas independentes (Seção 19. 3B). De fato, 
praticamente todos os cânceres humanos apresentam uma 
elevada atividade de telomerase. Além disso, como foi de- 
monstrado por Robert Weinberg, fibroblastos humanos em 
cultura podem ser transformados malignamente pela aquisi- 
ção de apenas três genes, aqueles que codificam: (1) a TERT 
(a sua subunidade TER é expressa normalmente em células 
somáticas); (2) uma variante oncogênica de H-Ras (um parti- 
cipante essencial das rotas de transdução de sinais intracelu- 
lares; Seção 19.3C); e (3) o antígeno T maior de SV40 (SV40 
é um vírus tumoral, cujo antígeno T maior liga-se e inativa 
funcionalmente as proteínas supressoras de tumor, conheci- 
das como Rb e p53 [Seção 34.4C; ele também funciona como 
uma helicase na replicação do DNA virai]). A diminuição 
do comprimento dos telômeros associada à idade em seres 
humanos não ocorre em camundongos, o que sugere que a 
perda da telomerase evoluiu para suprimir a formação de tu- 
mores em animais de vida longa, tais como os seres humanos, 
mas não em animais de vida curta, como os camundongos. 
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FIGURA 30.51 Estrutura por RM do oligonucleotídeo telo- 
mérico d(GGGGTTTTGGGG). (a) As interações por parea- 
mento de bases do quarteto G na extremidade do quadúpiex em 
solução, (b) Diagrama esquemático da estrutura em solução por 
RM, na qual as direções das fitas estão indicadas por setas. Os 
nucleotídeos estão numerados de 1 a 12, em uma fita, e de 1* a 
12*, na fita simetricamente relacionada. Os resíduos de guanina 
de G1 a G4 estão representados por retângulos azul-escuro, G8 
a G12 estão em azul-claro, Gl* a G4* estão em vermelho e G9* 
a G12* estão em cor-de-rosa. (De acordo com Schultze, P., Smi- 
th, F.W., e Feigon, J., Structure 2, 227 [1994]. PDBid 156D.) 


FIGURA 30.52 Estrutura por raios X da proteína de ligação à 
extremidade telomérica (TEBP) de Oxytricha nova em complexo 

com d(G 4 T 4 G 4 ). A TEBP está representada na forma de fitas, 
com suas subunidades aep em magenta e ciano. O DNA está re- 
presentado na forma de bastões, com suas bases em amarelo, com 
o esqueleto de açúcar-fosfato da fita simples que se liga a uma 
fenda entre as subunidades ot e da proteína em azul e os esque- 
letos das duas fitas que formam um dímero de quartetos G ligados 
em vermelho e verde. O dímero de quartetos G ligados associa- 
-se a uma cavidade formada pelos domínios N-terminais de três 
cadeias a simetricamente relacionadas, embora apenas uma delas 
seja mostrada aqui. (Com base em uma estrutura por raios X de 
Steve Schultz, University of Colorado, EUA. PDBid 1JB7.) 


para formar complexos estáveis em solução, presumivelmen- 
te por meio da formação de estruturas contendo quartetos G. 

O prolongamento telomérico 3 '-terminal do protozoário 
ciliado Oxytricha nova possui a sequência d(T 4 G 4 ) 2 , que se 
assemelha às sequências teloméricas repetitivas de outros or- 
ganismos. A estrutura por RM do dodecâmero d(G 4 T 4 G 4 ), 
determinada por Juli Feigon (Fig. 30.51b), revela que cada 
oligonucleotídeo dobra-se sobre si mesmo para formar um 
grampo, e que dois desses grampos associam-se de maneira 
antiparalela para formarem uma estrutura que contém qua- 
tro quartetos G empilhados, com as sequências T 4 formando 
as alças das extremidades de cada pilha. 

A proteína de ligação a extremidades teloméricas 
(TEBP, de telomere end binding protein ) de O. nova é uma 
proteína de capeamento heterodimérica que se liga a um 
prolongamento 3' precedente e o protege. A estrutura por 
raios X da TEBP em complexo com d(G 4 T 4 G 4 ), determinada 
por Steve Schultz, revela que o DNA se liga em uma fen- 
da profunda entre as subunidades a e [1 da proteína, onde 
ele assume uma conformação não helicoidal irregular (Fig. 
30.52). Além disso, duas outras moléculas de d(G 4 T 4 G 4 ) for- 
mam um dímero de quartetos G ligados, com a mesma con- 


De forma que inibidores de telomerases podem ser agentes 
antitumorais efetivos. 

e. 0 DNA telomérico pode formar dímeros por meio de 
quartetos G 

Sabe-se, há bastante tempo, que as guaninas formam fortes 
pares de bases do tipo Hoogsteen (Tabela 29.2), que podem 
associar-se adicionalmente para formarem tetrâmeros cícli- 
cos, conhecidos como quartetos G (Fig. 30.51a). De fato, é 
notoriamente difícil trabalhar com polipeptídeos ricos em G 
devido à propensão que eles têm de formarem agregados. 
As fitas com extensões ricas em G dos telômeros dimerizam 


-N 
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formação que elas adotam em solução (Fig. 30.51). A estru- 
tura montada de quartetos G acomoda-se em uma pequena 
cavidade carregada positivamente, formada pelos domínios 
N-terminais de três subunidades a simetricamente relacio- 
nadas (no cristal) em sítios distintos daqueles com os quais 
elas interagem com ssDNA. A subunidade a (TEBPa) con- 
tém três dos assim chamados dobramentos OB ( OB folds, 
OB para o ligomer b inding, ligação a oligômero), motivos de 
ligação a oligonucleotídeo/oligossacarídeo comuns em que 
cada um contém um cilindro de 5 folhas [3 característico. 
Dois desses dobramentos OB participam na ligação ao DNA 
e um terceiro interage com TEBPp, que também contém um 
dobramento OB. A presença do ssDNA e da montagem de 
quartetos G na estrutura por raios X sustenta a hipótese de 
que múltiplas estruturas de DNA e, em particular, quartetos 
G desempenham alguma função na biologia dos telômeros. 

Embora TEBP não esteja presente em leveduras ou ver- 
tebrados, tanto os seres humanos como a levedura de fissão 
binária expressam uma proteína que se liga às extremidades 
dos telômeros, denominada de POT1 (para proteção dos 
telômeros-1, p rotection of telomeres-1) e sua parceira de li- 
gação, TPP1 (assim chamada porque ela foi previamente 
denominada de 7TNT1, FTOP e PIPI), as quais se ligam 
às extremidades sobressalentes de fita simples dos telôme- 
ros. POT1 consiste, principalmente, em dois dobramentos 
OB, equivalentes à extremidade C de TEBPa. A deleção de 
POT1 causa uma rápida perda de DNA telomérico e ligação 
de extremidades cromossômicas. TPP1 é estruíuralmente si- 
milar à TEBPp, apesar destas proteínas apresentarem ape- 
nas 11% de identidade entre as suas sequências, e, portanto, 
o complexo POT1-TPP1 parece ser um homólogo de TEBP. 

f. Telômeros formam alças T 

O DNA telomérico de mamíferos também é capeado por 
duas proteínas relacionadas, TRF1 e TRF2 (TRF de telomere 



(b) 


repeat-binding factor, fator de ligação a repetições teloméri- 
cas). Jack Griffith e Titia de Lange mostraram, por meio de 
estudos de ME, que, na presença do TRF2, o DNA teloméri- 
co, anteriormente linear, forma grandes alças terminais de fita 
dupla, denominadas alças T ( T-loops , T para telômeros, Fig. 
30.53a). Além disso, a EM de DNA telomérico de mamíferos, 
que teve suas fitas quimicamente ligadas ( cross-linked ) para 
preservação de suas relações estruturais durante a remoção 
de proteínas, revelou também a presença abundante de alças 
T de tamanhos variados. Essas observações sugerem que as 
alças T são formadas pela invasão, induzida pelo TRF2, dos 
prolongamentos 3' teloméricos no dsDNA telomérico repe- 
titivo (Fig. 30.53È) para formação de uma alça D (D-loop, D 
para deslocamento, de displacement, um segmento de dsD- 
NA cujas duas fitas estão separadas). As alças T também fo- 
ram observadas em protozoários, sugerindo que elas são uma 
característica conservada de telômeros eucarióticos. O TRF1 
está implicado no controle da extensão dos telômeros, de ma- 
neira presumível por limitar, de alguma forma, o número de 
moléculas de TRF2 que podem se ligar ao telômero. 

POT1, que se liga à extensão 3' de fita simples na ex- 
tremidade cromossômica, e TRF1 e TRF2, que se ligam ao 
DNA telomérico de fita dupla, são conectadas por TPP1 e 
TIN2 (para TRF1 interacting protein 2, proteína de interação 
com TRF1 2). Uma sexta proteína, RAP1 (para r epressor ac- 
tivator protein 1, proteína ativadora do repressor 1), se liga 
principalmente à TRF2. O complexo formado por essas seis 
proteínas, o qual é conhecido como shelterina, aparentemen- 
te funciona tanto para proteger o telômero de mamíferos de 
ser erroneamente confundido com um cromossomo partido 
e, por isso, estar sujeito ao reparo do DNA, como para limi- 
tar o comprimento do telômero, por impedir a extensão de 
seu telômero pela telomerase. 

5 REPARO DO DNA 

O DNA não é de maneira alguma uma substância inerte, 
como poderia supor-se a partir da ingênua consideração da 
estabilidade genômica. Ao contrário, o ambiente reativo da 
célula, a presença de diversas substâncias tóxicas e a exposi- 


FiGURA 30.53 A alça T telomérica. (a) Uma micrografia 
eletrônica de um dsDNA consistindo em uma sequência única 
de 3 kb, seguida por — 2 kb da sequência repetitiva TTAGGG 
na fita que termina com uma projeção 3' de 150 a 200 nt. Esse 
modelo de DNA telomérico foi, depois, incubado com o TRF2 
humano. (Cortesia de Jack Griffith, University of North Caro- 
lina at Chapei Hill, EUA.) ( b ) A estrutura proposta para uma 
alça T. Em um processo que é mediado peio TRF2, a sequência 
repetitiva TTAGGG na projeção 3' do DNA desloca uma por- 
ção da mesma fita (azul) na região de fita dupla do DNA para 
formar um segmento de fita dupla com a fita complementar 
(vermelho), gerando, dessa forma, uma alça D. A proteína de 
ligação a extremidades teloméricas POT1 liga-se específica- 
mente à extremidade da projeção 3'. 
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FIGURA 30.54 Os tipos e sítios de lesões químicas às quais o DNA é normalmente suscetível in vivo. As setas vermelhas indi- 
cam sítios sujeitos ao ataque oxidativo, as setas azuis indicam sítios sujeitos à hidrólise espontânea e as setas verdes indicam sítios 
sujeitos à metilação não enzimãtica pela S-adenosilmetionina. A espessura de uma seta é um indicativo da frequência relativa da 
reação. (De acordo com Linda hl, T., N ature 362, 709 [1993].) 


ção à radiação UV ou ionizante submetem-no a numerosas 
lesões químicas, que removem ou modificam as bases e alte- 
ram os grupos açúcar-fosfato (Fig. 30.54), De fato, algumas 
dessas reações ocorrem com frequências surpreendentemen- 
te elevadas. Por exemplo, sob condições fisiológicas normais, 
as pontes glicosídicas de ~ 20.000 dos 6 bilhões de nucleotí- 
deos de purinas de cada célula humana diploide hidrolisam- 
-se espontaneamente a cada dia. 

Qualquer lesão no DNA deve ser reparada, se a mensa- 
gem genética deve ter a sua integridade mantida . Esse reparo é 
possível devido à redundância de informação inerente às fitas 
duplas de DNA. A importância biológica do reparo do DNA é 
indicada pela identificação de pelo menos 130 genes no geno- 
ma humano que participam dessa função e pela enorme varie- 
dade de processos de reparo do DNA apresentada mesmo por 
organismos relativamente simples, como E. coli. De fato, os 
principais processos de reparo do DNA de células eucarióticas 
e de E. coli são bastante semelhantes do ponto de vista químico. 
Esses processos são resumidos nesta seção. 

As duas cópias redundantes da informação genética con- 
tidas no dsDNA são, idealmente, adequadas para o reparo 
de uma lesão em uma de suas fitas: A fita danificada pode 
ser reparada sob a orientação da fita não danificada. A im- 
portância do dsDNA para o armazenamento da informação 
genética é indicada pelo fato de que somente poucos vírus 
pequenos apresentam DNA de fita simples ou RN A como 
seu material genético (por exemplo, (]>X174 e HIV). Os siste- 
mas de reparo do DNA discutidos a seguir não atuam sobre 
ácidos nucleicos de fita simples e, portanto, tais vírus apre- 
sentam taxas de mutação muito elevadas. Portanto, parece 
que somente organismos com genomas muito pequenos po- 
dem se permitir à economia de não codificar seus genomas 
sobre dsDNA. 

A. Reversão direta da lesão 

a. Dímeros de pírimidlna são separados pela DNA-fotoiiase 

A radiação UV de 200 a 300 nm promove a formação de um 
anel ciclobutüico entre resíduos de timina adjacentes na mes- 
ma fita de DNA, para formar um dímero de timina intrafita 
(Fig. 30.55). Dímeros de citosina e timina-citosina são for- 


mados de maneira similar, mas com menor frequência. Esses 
dímeros de pirimidina ciclobutânicos (CPDs, de cyclobutone 
pyrimidine dimers ) distorcem localmente a estrutura de pa- 
reamento de bases do DNA, de modo que ele não pode ser 
transcrito e nem replicado. De fato, um único dímero de ti- 
mina, se não reparado, já é suficiente para matar uma E. coli. 

Os dímeros de pirimidina podem ser restaurados a suas 
formas monoméricas pela ação de enzimas que absorvem luz 
chamadas de enzimas de fotorreativação ou DNA-fotoliases, 
que estão presentes em muitos procariotos e eucariotos 
(incluindo peixe-dourado, cascavéis e marsupiais, mas não 
mamíferos placentários) . Essas enzimas são monômeros de 
55 a 65 kDa que se ligam ao dímero de pirimidina no DNA, 
em um processo que pode ocorrer no escuro. Um cromófo- 
ro ligado de forma não covalente, em algumas espécies um 
N : ,V i0 -meteniltetra-hidrofolato (MTHF; Fig. 26.49) e, em 
outras, a 5-deazaflavina, 




= 0 


=0 


C— ‘C 

/ t \ 

H ^ CH 3 

Anel 

ciclobutilico 


FIGURA 30.55 O dímero de ddobutiltimina que se forma 
após irradiação UV de dois resíduos de timina adjacentes em 
uma fita de DNA. As ligações covalentes de — 1,6 A de exten- 
são que unem os anéis das timinas ( vermelho ) são muito mais 
curtas do que o espaçamento normal de 3,4 A entre os anéis 
empilhados no B-DNA, o que distorce localmente o DNA. 
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então absorve luz de 300 a 500 nm e transfere a energia de exci- 
tação para um FADH“ ligado não covalentemente, o qual, por 
sua vez, transfere um elétron para o dímero de pirimidina, o 
que determina a sua separação. Finalmente, o ânion de pirimi- 
dina resultante reduz novamente o FADH • e o DNA, agora 
sem dano, é liberado, completando assim o ciclo catalítico. As 
DNA-fotoliases ligam-se tanto a dsDNA como a ssDNA com 
elevada afinidade, mas sem dependência da sequência de bases. 

Thomas Carell e Lars-Oliver Essen determinaram a estru- 
tura por raios X da DNA-fotoliase de 474 resíduos da dano- 
bactéria Anacystis nidulans em complexo com um dsDNA de 
9 pb contendo um dímero de timina sintético, cujo grupo fos- 
fato conector foi substituído por um grupo — O — CH 2 — O — 
(que não afeta a capacidade da enzima de separar o dímero). O 
DNA se liga a uma superfície altamente carregada com carga 
positiva da proteína com o seu dímero de timina para fora da 
dupla-hélice e ligado em uma cavidade profunda (Fig. 30.56). 
Esse movimento para fora é, provavelmente, facilitado pelas 
interações de pareamentos de bases relativamente fracas do 
dímero de timina e pelas distorções que ele impõe à dupla- 
-hélice. Nas discussões que se seguem, será visto que essa assim 
chamada mudança de posição de bases (base flipping, na reali- 
dade é uma mudança de posição de nucleotídeo, uma vez que 
o nucleotídeo inteiro é posicionado para fora da dupla-hélice) 
não é, de maneira alguma, um processo incomum para enzimas 
que realizam reações químicas nas bases de dsDNA. O DNA 
do lado de fora do dímero de timina assume a conformação 
B, mas no dímero ele está dobrado cerca de 50° para longe da 
proteína, dessa forma desempilhando as bases adeninas, com- 
plementares às bases timinas dimerizadas. O “buraco” na héli- 
ce de DNA deixado pelo dímero de timina que saiu para fora é 
parcialmente ocupado por uma cadeia proteica irregular. 

Na estrutura por raios X, as ligações C5-C5 e C6-C6 do 
dímero de timina estão quebradas. Ainda, no cristal, o dí- 
mero de timina ligado à enzima é estável no escuro por pelo 
menos um ano. Aparentemente, os raios X utilizados para 
gerar os dados de difração imitam os efeitos da luz que nor- 
malmente causa a ruptura dessas ligações. Além disso, o anel 
isoaloxazínico do FAD exibe uma dobra “semelhante a uma 
borboleta” de 9 o sobre seu eixo N5-N10 (o esquema da nu- 
meração atômica do anel izoaloxazínico é mostrada na Fig. 
16.8), a qual é indicativa de que ele está na sua forma FADH' 
completamente reduzida. O anel izoaloxazínico e o anel de 
adenina do FAD , o qual apresenta uma conformação dobra- 
da, fazem contato de van der Waals com uma ou a outra das 
bases do dímero de timina e o anel izoaloxazínico está ~ 10 
Á distante do anel semelhante à flavina do MTHF. Isso per- 
mite a observada transferência de energia eficiente na reação 
de fotoliase (que tem um rendimento quântico de ~ 0,9). 



FIGURA 30.56 Estrutura por raios X da DNA-fotoliase de 
A. nidulans em complexo com dsDNA contendo um dímero 
de timina sintético. A proteína está desenhada na forma de 
espiral embutida em seu diagrama de superfície semitranspa- 
rente. O DNA, no qual o grupo fosfato que mantinha unidos os 
nucleotídeos do dímero de timina foi substituído por um grupo 
“O — CH 2 “0 — , está representado principalmente na forma 
de bastão, mas com as bases do dímero de timina na forma de 
preenchimento espacial, todos coloridos de acordo com o tipo 
de átomo (C verde, N azul, O vermelho e P cor de laranja) e 
com átomos de P sucessivos em cada cadeia polinucleotídica 
conectados por tubos cor de laranja. O FAD e o MTHF estão 
representados na forma de bastão, com seus anéis de flavina e 
semelhantes à flavina na forma de volume atômico e com o C 
do FAD em magenta e o C do MTHF em amarelo. (Com base 
em uma estrutura por raios X de Thomas Carell, Ludwig Ma- 
ximilians University, Munich, Alemanha, e Lars-Oliver Essen, 
Philipps University, Marburg, Alemanha. PDBid 1TEZ.) 


b. Alquiltransferases removem grupos alquila de nucleotídeos 
alquilados 

A exposição do DNA a agentes alquilantes, tal como a 
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origina, entre outros produtos, resíduos de 0 6 -alquilguanina. 
A formação desses derivados é altamente mutagênica, por- 
que, durante a replicação, eles frequentemente promovem a 
incorporação de timina em vez de citosina. 

Lesões de 0 6 -metilguanina e 0 6 -etiIguanina no DNA de 
todas as espécies testadas são reparadas pela 0 6 -alquilguanina- 
DNA-aiquiltransferase, que transfere diretamente o grupo al- 
quila danoso para um de seus resíduos de Cys. A reação inativa 
essa proteína, que, portanto, não pode ser exatamente classi- 
ficada como uma enzima. A reação de alquiltransferase tem 
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despertado uma atenção considerável, porque a carcinogênese 
induzida por agentes metilantes e etilantes está correlacionada 
com o reparo deficiente de lesões de 0 6 -alquilguaninas. 

A atividade da 0 6 -alquilguanina-DNA-alquiltransferase 
de E. coli ocorre no segmento C-terminal de 178 resíduos da 
proteína Ada, de 354 resíduos (o produto do gene ada). A sua 
estrutura por raios X (Fig. 30.57a), determinada por Eleanor 
Dodson e Peter Moody, revela, inesperadamente, que o resí- 
duo de Cys do seu sítio ativo, a Cys 321, está oculto no inte- 
rior da proteína. Aparentemente, a proteína deve sofrer uma 
significativa mudança conformacional ao ligar-se ao DNA, 
para que possa executar a reação de transferência da metila. 

O segmento N-terminal de 92 resíduos da proteína Ada 
tem uma função independente: ele repara metil-fosfotriéste- 
res no DNA (grupos fosfatos metilados), por meio da trans- 
ferência irreversível do grupo metila danoso para o seu resí- 
duo de Cys 69. A estrutura por RM do domínio N-terminal 
da Ada (Fig. 30.576), determinada por Gregory Verdine e 
Gerhard Wagner, revela que a Cys 69, juntamente com três 
outros resíduos de Cys, coordena de forma tetraédrica um 
íon de Zn 2 + . Isso presumivelmente estabiliza a forma de tio- 
lato da Cys 69 em detrimento de sua forma tiólica, o que faci- 
lita o seu ataque nucleofílico sobre o grupo metila. 


A proteína Ada intacta que está metilada na sua Cys 69 
liga-se a uma sequência de DNA específica, que está localiza- 
da a montante do gene ada e de vários outros genes que codi- 
ficam proteínas de reparo de DNA, induzindo, dessa forma, 
a sua transcrição. Evidentemente, a Ada também funciona 
como um quimiossensor de danos por metilação. 

B. Reparo por excisão 

As células utilizam dois tipos de mecanismos de reparo por 
excisão: (1) a reparo por excisão de nucleotídeos (NER, de 
nucleotide excision repair ), que funciona para reparar lesões 
relativamente grandes no DNA; e (2) a reparo por exdsão de 
base (BER, de base excision repair ), que repara lesões meno- 
res, que envolvem uma única base. 

a. Reparo por excisão de nucleotídeos 

A NER é um mecanismo de reparo do DNA encontrado em 
todas as células, que elimina lesões do dsDNA pela remoção 
de um oligonucleotídeo contendo a lesão e do preenchimento 
da lacuna de fita simples resultante. A NER repara lesões que 
são caracterizadas pelo deslocamento das bases de suas posi- 
ções normais, como os dímeros de pirimidina, ou pela adição 



FIGURA 30.57 A estrutura da proteína Ada de E. coli. {a) A estrutura por raios X do segmento C-terminal de 178 resíduos de Ada, 
que contém a sua função de alquiltransferase de Ó - alq uilguanina- DN A . A proteína está representada na forma de fitas, colorida na 
ordem das cores do arco-íris a partir da sua extremidade N-terminal {azul) para sua extremidade C-terminal (vermelho). A cadeia late- 
ral de Cys 146 (Cys 321 na proteína intacta), para a qual o grupo metila é transferido irreversivelmente, está representada na forma de 
volume atômico, com C verde e S amarelo. Note que esse resíduo está quase totalmente oculto no interior da proteína. (Com base em 
uma estrutura por raios X de Eleanor Dodson e Peter Moody, University of York, Reino Unido. PDBid 1SFE.) (6) A estrutura por RM 
do segmento N-terminal de 92 resíduos de Ada, que faz a mediação da sua função de reparo de metil-fosfotriésteres. A proteína está 
representada na forma de fitas, colorida na ordem das cores do arco-íris a partir da sua extremidade N-terminal ( azul) para sua extremi- 
dade C- terminal (vermelho). O átomo de Zn 2 ! ligado à proteína está representado por uma esfera púrpura e as quatro cadeias laterais 
de resíduos de Cys que o coordenam de forma tetraédrica estão representadas na forma de esferas e bastões, com C verde e S amarelo, 
exceto o átomo de S de Cys 69 que está em cor de laranja, o qual se toma irreversivelmente me tilado quando a proteína encontra um 
grupo fosfato metilado no DNA. As ligações que coordenam o íon de Zn 1 estão representadas por bastões cinzas. (Com base em uma 
estmtura por RM determinada por Gregory Verdine e Gerhard Wagner, Harvard University, EUA. PDBid 1ADN.) 
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de um substiíuinte volumoso a uma base. Esse sistema parece 
ser ativado por uma distorção na hélice, e não pelo reconheci- 
mento de qualquer grupo em particular. Em seres humanos, a 
NER é a principal defesa contra dois carcinógenos importan- 
tes, a luz solar e a fumaça do cigarro. O mecanismo de NER 
em procariotos é semelhante ao de eucariotos. No entanto, a 
NER procariótica utiliza três subunidades, enquanto a NER 
eucariótica envolve a ação de 16 subunidades. As proteínas 
eucarióticas são conservadas desde leveduras até seres hu- 
manos, mas nenhuma delas exibe qualquer similaridade de 
sequência às proteínas procarióticas, sugerindo que os dois 
sistemas de NER surgiram por evolução convergente. 

Em E. coli, a NER é realizada em um processo depen- 
dente de ATP, por meio das ações das proteínas UvrA, UvrB 
e UvrC (os produtos dos genes uvrA, uvrB e uvrC). Esse sis- 
tema, que é frequentemente referido como a endonudease 
UvrABC (embora, como será visto, não exista um comple- 
xo que contenha todas as três subunidades), quebra a fita de 
DNA danificada na sétima e na terceira ou quarta ligações 
fosfodiéster dos lados 5' e 3' da lesão, respectivamente (Fig. 
30.58; esse sistema é também conhecido como uma excinu- 
dease para indicar que ela excisa um segmento de DNA, em 
vez de clivá-lo em apenas um local, como o faz a maioria das 
endonucleases) . O oligonucleotídeo de 11 ou 12 nt removido 
é deslocado pela ligação da UvrD (também denominada he- 
licase II) e substituído pelas ações da Pol I e da DNA-ligase. 

O mecanismo da NER procariótica foi elucidado princi- 
palmente por Aziz Sanear. Ele inicia com uma etapa de reco- 
nhecimento da lesão, à qual um heterotrímero (UvrA) 2 UvrB 
liga-se fortemente, embora de maneira inespecífica, ao dsD- 
NA, que ele vasculha à procura de lesões de acordo com a sua 
propensão local a curvaturas e desenrolamentos. A presença 
de uma lesão ativa a função de helicase da UvrB, que desenro- 
la 5 pb em tomo da lesão, em um processo movido por ATP. 


5 ' 


3 ' 


/<x*h 


3 ' 


Endonudease UvrABC 



Pol I, DNA-ligase 


FIGURA 30.58 O mecanismo da reparo por excisão de nu 
cleotídeos (NER) de fotodímeros de pirimidina. 


Essa mudança conformacional induz a dissociação da UvrA do 
complexo, o que permite a ligação da UvrC. A UvrB faz então 
a incisão no lado 3' da lesão, depois do que a UvrC faz a incisão 
no seu lado 5'. A UvrD liga-se aos cortes resultantes no DNA, 
o que desloca a UvrC e o oligonucleotídeo contendo a lesão. 
Isso torna o sítio da incisão 5' acessível à Pol I, que preenche 
a lacuna e desloca a UvrB. Finalmente, a DNA-ligase sela o 
corte remanescente, produzindo um DNA restaurado. 

b. A xerodermia pigmentosa e a síndrome de Cockayne são 
causadas por defeitos genéticos no sistema de NER 
Em seres humanos, a doença rara hereditária xerodermia pig- 
mentosa (XP; do grego: xeros, seco + derma, pele) é caracteri- 
zada principalmente pela incapacidade das células epidérmicas 
de repararem as lesões no DNA induzidas pela luz UV. Os 
indivíduos que apresentam essa doença autossômica recessiva 
são extremamente sensíveis à luz solar. Durante a infância, eles 
desenvolvem alterações epidérmicas marcantes, como secura, 
formação excessiva de sardas e queratoses (um tipo de tumor 
de pele; a pele dessas crianças é descrita como semelhante 
àquela de agricultores com muitos anos de exposição ao sol) , 
juntamente com lesões oculares, como opacidade e ulceração 
da cómea. Além disso, muitas vezes desenvolvem cânceres de 
pele fatais, com uma frequência cerca de 2.000 vezes mais ele- 
vada do que a normal, e cânceres internos, com uma frequência 
10 a 20 vezes mais elevada. Curiosamente, muitos indivíduos 
com XP também possuem uma variedade desconcertante de 
sintomas aparentemente não relacionados, incluindo degene- 
ração neurológica progressiva e déficits no desenvolvimento. 

Culturas de fibroblastos da epiderme de indivíduos com 
xeroderma pigmentosa são deficientes no sistema de NER de dí- 
meros de pirimidina. Experimentos de fusão celular com cultu- 
ras de células retiradas de vários pacientes demonstraram que 
essa doença resulta de defeitos em qualquer um de 8 grupos 
de complementação (Seção 1.4Cc), indicando que devem exis- 
tir pelo menos 8 produtos gênicos, de XPA até XPG e XPV, 
envolvidos nesse mecanismo evidentemente importante de 
reparo de lesões por UV. Qual é a base bioquímica para os di- 
versos grupos de sintomas associados a deficiências na NER? 
As espécies reativas de oxigênio (ROS, de reactive oxygen 
species; Seção 22.4Cg) produzidas pelo metabolismo oxidativo 
danificam rapidamente o DNA. Algumas dessas lesões oxida- 
tivas são reparadas pela NER. Como os neurônios apresentam 
elevadas taxas de respiração e são células que têm vida longa 
e não se dividem, parece provável que eles sejam particular- 
mente suscetíveis a danos oxidativos na ausência de NER. Isso 
explica a deterioração neurológica progressiva na XP. 

A necessidade para reparar uma lesão no DNA é particu- 
larmente urgente se o gene danificado está sendo transcrito, 
porque a RNA-polimerase não pode transcrever através de 
um DNA danificado. As células, portanto, recrutam as suas 
maquinarias de reparo do DNA para tais genes, em um pro- 
cesso conhecido como reparo acoplada à transcrição (TCR, de 
transcription-coupled repair), a qual opera apenas sobre a fita 
de DNA que está sendo transcrita (lesões na fita complemen- 
tar são reparadas em taxas normais). Por exemplo, dímeros de 
pirimidinas são mais rapidamente removidos de porções trans- 
critas do DNA do que de sequências não expressas. 

A síndrome de Cockayne (CS, de Cockayne Syndrome) 
ê uma doença hereditária causada por defeitos na TCR. 
Indivíduos com CS são hipersensíveis à radiação UV (embo- 
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ra eles apresentem uma incidência normal de câncer de pele) 
e exibem crescimento retardado, bem como disfunções neu- 
rológicas, devido à desmieiinização de neurônios, levando à 
morte na infância, A CS é mais frequentemente causada por 
mutações em dois grupos de complementação, CSA e CSB, 
embora determinados defeitos em XPB, XPD e XPG tam- 
bém possam causar CS em adição à XP. 

O desenvolvimento retardado típico de defeitos em XPB 
e XPD e, talvez, a desmieiinização que ocorre na CS parecem 
estar mais relacionados a uma transcrição deficiente do que a 
deficiências na NER. Isso é explicado pelo fato de que as DNA 
helicases XPB e XPD são subunidades do fator de transcrição 
eucariótico de dez subunidades TFIIH, cujo funcionamento 
adequado é necessário para a iniciação da transcrição pela 
RNA-polimerase II (Seção 34.3Bb), bem como para a NER 
e TCR, Uma RNA-polimerase eucariótica que esteja parada 
em uma lesão do DNA é reconhecida por CSB, que, então, 
recruta os demais componentes da TCR. CSA interage com 
CSB e com a subunidade p44 de TFIIH. Uma vez que o dano 
tenha sido reparado, a RNA-polimerase reassume a transcri- 
ção. Assim, na CS, as moléculas de RNA-polimerases ficam 
permanentemente paradas nas lesões do DNA. 

A TCR também ocorre em bactérias. Por exemplo, em 
E. coli, a proteína TCRF (de transcription repair coupling 
factor ; também conhecida como proteína Mfd, para mutation 
frequency decline ) é uma DNA translocase movida por ATP 
que desloca uma RNA-polimerase parada em uma fita mol- 
de danificada, depois do que TCRF recruta as proteínas do 
sistema UvrABC para o sítio danificado. O gene reparado 
é, então, transcrito desde o seu início. Uma vez que genes 
procarióticos são muito mais curtos que genes eucarió ticos (a 
maioria desses contém vários segmentos longos não codifi- 
cadores, conhecidos como íntrons; Seção 31.4Ac) essa é uma 
forma mais eficiente de utilização dos recursos do que gerar 
a maquinaria complexa necessária para reiniciar a transcri- 
ção, como ocorre nos eucariontes. 

c. Reparo por excisão de base 

As bases do DNA são modificadas por reações que ocorrem 
sob condições fisiológicas normais, bem como pela ação de 
agentes ambientais . Por exemplo, resíduos de adenina e cilo- 
sina sofrem desaminação espontânea em laxas limitadas para 
originar resíduos de hipoxantina e uracila, respectivamenle. 
A S-adenosilmetionina (SAM), um agente metilante comum 
do metabolismo (Seção 26.3Ea), me tila ocasionalmente e de 
forma não enzimática uma base para formar derivados, como 
resíduos de 3-metiladenina e 7-metilguanina (Fig. 30.54). A 
radiação ionizante pode promover reações de abertura dos 
anéis nas bases. Essas modificações alteram ou eliminam as 
propriedades de pareamento das bases. 

O DNA contendo uma base danificada pode ser restaura- 
do ao seu estado nativo pela BER. As células contêm uma va- 
riedade de DNA-glicosilases e cada uma delas cliva a ligação 
glicosídica de um tipo correspondente e específico de nucleo- 
tídeo alterado (Fig. 30.59), deixando, portanto, um resíduo de 
desoxirribose na cadeia. Esses sítios apurínicos ou apirimídi- 
cos (AP) (também chamados de sítios abásicos) também são 
gerados sob condições fisiológicas normais, pela hidrólise es- 
pontânea de uma ligação glicosídica. O resíduo de desoxirri- 
bose é, então, clivado em um lado por uma AP-endonuciease, 
a desoxirribose e vários resíduos adjacentes são removidos 
pela ação de uma exonuclease celular (possivelmente associa- 
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: IGURA 30.59 Ação das DNA-glicosilases. Essas enzimas 
hidrolisam a ligação glicosídica de suas bases alteradas corres- 
pondentes ( vermelho ) para criarem um sítio AP. 




da a uma DNA-polimerase e a lacuna é preenchida e selada 
por uma DNA-polimerase e pela DNA-ligase. 

d. A uracila no DNA seria altamente mutagênlca 
Durante algum tempo depois das funções essenciais dos áci- 
dos nucleicos terem sido elucidadas, parecia não haver razão 
aparente para a natureza dedicar um considerável esforço me- 
tabólico para utilizar timina no DNA e uracila no RN A, quan- 
do essas substâncias possuem propriedades de pareamento de 
bases praticamente idênticas. Esse enigma foi resolvido pela 
descoberta da tendência da citosina de ser convertida em ura- 
cila por desaminação, tanto por meio de hidrólise espontânea 
(Fig. 30.54), que, estima-se, ocorre ~ 120 vezes por dia em cada 
célula humana, como por reação com nitri tos (Seção 32.1 Aa). 
Caso a U fosse a base normal do DNA, a desaminação de C 
poderia ser altamente mutagênica, porque não haveria indica- 
ção alguma do malpareamento resultante do par de bases G • 
U ter ou não sido originalmente G * C ou A * U. Porém, como 
aTé a base normal do DNA, qualquer resíduo de U no DNA é 
quase que certamente uma C desaminada. As Us que ocorrem 
no DNA são de maneira eficiente removidas pela uradl-DNA- 
-glicosilasc (UDG; também chamada uracil-iV-glicosilase 
[UNG]) e, depois, substituídas por C por meio de BER. 

A UDG também tem uma importante função na repli- 
cação do DNA. O dUTP, um intermediário da síntese de 
dTTP, está presente em todas as células em pequenas quan- 
tidades (Seção 28.3Ba). A DNA-polimerase não discrimina 
bem entre dUTP e dTTP (lembre que as DNA-polimerases 
selecionam uma base para incorporá-la ao DNA de acordo 
com a capacidade que ela tem de realizar um pareamento de 
bases da forma Watson-Crick com o molde; Seção 30.2Aa), 
de modo que, apesar do baixo nível de dUTP mantido pe- 
las células, o DNA recém- sintetizado contém resíduos de U 
ocasionais. Essas Us são rapidamente substituídas por 1 por 
meio de BER. No entanto, como a remoção ocorre mais ra- 
pidamente do que o reparo, todo o DNA recém-sintetizado 
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fica fragmentado. Quando os fragmentos de Okazaki foram 
inicialmente descobertos (Seção 30.1 C), parecia que todo o 
DNA era sintetizado descontinuamente. Essa ambiguidade 
foi resolvida com a descoberta de E. coli defectiva em UDG. 
Nesses mutantes ung~, apenas cerca da metade do DNA re- 
cém-sintetizado está fragmentada, sugerindo fortemente que 
a fita-líder do DNA é sintetizada de forma contínua. 

e. As uraclla-DNA-glicosilases induzem um deslocamento 
(Ftlp Out) nos nucleotídeos de uridlna 
A estrutura por raios X da UDG humana em complexo com 
um DNA de 10 pb contendo um malpare amento U • G (que 
pode formar um par de bases com uma ligação de hidrogê- 
nio dupla, cuja forma difere daquela dos pares de bases de 
Watson-Crick; Seção 32.2Db), determinada por John Tainer, 
revela que a UDG ligou- se ao DNA com o seu resíduo de 
uridina deslocado para fora (flipped out ) do dsDNA (Fig. 
30.60). Além disso, a enzima hidrolisou a ligação glicosídi- 
ca da uridina, criando uma base de uracila livre e um sítio 
AP no DNA, embora ambos permaneçam ligados à enzima. 
A cavidade no empilhamento de bases do DNA, que estaria 
ocupada pela uracila que foi deslocada, é preenchida pela ca- 
deia lateral do resíduo de Arg 272, que se intercala no DNA 
a partir do lado de sua cavidade menor. A estrutura por raios 
X de um complexo semelhante, no qual o malpareamento U 
* G foi substituído por um par de bases U * A, apresentou ca- 
racterísticas essencialmente idênticas. No entanto, quando a 
U do complexo contendo U • A foi substituída por pseudou- 
ridina (na qual a ligação “glicosídica” é feita com o átomo de 
C5 da uracila, em vez de com o Nl), 


o 
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a uracila permaneceu co valentemente ligada ao DNA, por- 
que a UDG não é capaz de hidrolisar essa ligação “glicosídi- 
ca” c— c. 

Como a UDG detecta uma uracila realizando um parea- 
mento de bases no centro do DNA e como ela discrimina de 
forma tão precisa a uracila das outras bases, particularmente 
da timina, tão similar a ela? As estruturas por raios X anterio- 
res indicam que os grupos fosfato que flanqueiam o nucleotí- 
deo deslocado estão 4 À mais próximos um do outro do que 
eles estão no B-DNA (8 Â contra 12 Á), o que faz o DNA do- 
brar-se ~ 45° na direção paralela à vista na Fig. 30.60. Essas 
distorções surgem a partir da ligação de três alças proteicas 
rígidas ao DNA, que seriam incapazes de ligar-se simultanea- 
mente a B-DNA não distorcido. Isso levou Tainer a formular 
o mecanismo de “apertar-empurrar-puxar” para a detecção 
de uracila, que postula que a UDG vasculha rapidamente um 
DNA em busca de uracilas ligando-se periodicamente a ele, 
de modo a comprimi-lo e, assim, curvar levemente o seu es- 
queleto (apertar). A presumida baixa resistência do DNA ao 
dobramento em um sítio contendo uracila (um par de bases 
U • G é menor do que um C • G e, portanto, deixa um espaço 
no empilhamento de bases, enquanto um par de bases U * A 
é ainda mais fraco do que um T * A) permite que a enzima 



FIGURA 30. 60 Estrutura por raios X da uracil-DNA-giicosilase 
(UDG) humana em complexo com um DNA de 10 pb contendo 

um par de bases U * G. A proteína (os 223 resíduos C-terminais 
do monômero de 304 resíduos) está representada por seu diagra- 
ma de fitas, embutido na sua superfície molecular transparente. O 
DNA, visualizado a partir de sua cavidade maior, está representado 
na forma de bastões coloridos de acordo com o tipo de átomo (C 
verde, N azul, O vermelho e P cor de laranja). O nucleotídeo de 
uridina do par de base U • G foi deslocado para fora (flipped out ) 
da dupla-hélice (para a direita do DNA) e foi hidrolisado para 
produzir um nucleotídeo AP (na forma de bastão com C ciano) e 
uracila (na forma de volume atômico com C ciano), que permanece 
associada ao bolsão de ligação da enzima. A cadeia lateral de Arg 
272 (na forma de volume atômico com C amarelo) intercalou-se na 
pilha de bases do DNA para preencher o espaço liberado pela base 
uracila que foi deslocada. (Com base em uma estrutura por raios X 
de John Trainer, The Scripps Research Institute, La Jolla, Califór- 
nia, EUA. PDBid 4SKN.) 

desloque ( flip out ) a uracila, intercalando Arg 272 na curva- 
tura menor (empurrar), e que, dessa forma, curve e dobre 
completamente o DNA. Esse processo é auxiliado pela firme 
ligação da uracila deslocada à enzima (puxar). A extraordi- 
nária especificidade desse bolsão de ligação à uracila impede 
a Ügação e, portanto, a hidrólise de qualquer outra base cujo 
deslocamento tenha sido induzido pela enzima. Assim, as 
formas gerais da adenina e da guanina as excluem desse bol- 
são, enquanto o grupo 5-metila da timina fica estericamente 
bloqueado pela cadeia lateral rigidamente sustentada da Tyr 
147. A citosina, que tem aproximadamente a mesma forma da 
uracila, é excluída por um conjunto de ligações de hidrogê- 
nio que emanam da proteína e mimetizam aquelas feitas pela 
adenina em um par de bases A • U de Watson-Crick. 

Os sítios AP no DNA são altamente citotóxicos, porque 
capturam de maneira irreversível a topoisomerase I de mamí- 
feros em seu complexo covalente com o DNA (Seção 29.3Ca). 
Além disso, como a ribose do sítio AP não possui uma ligação 
glicosídica, ela pode ser facilmente convertida em sua forma 
linear (Seção 11.1B), cujo grupo aldeído reativo pode estabe- 
lecer uma ligação cruzada com outros componentes celulares. 
Isso racionaliza o porquê dos sítios AP permanecerem forte- 
mente ligados à UDG tanto em solução como em cristais. A 
atividade de UDG é aumentada pela AP-endonuclease, a en- 
zima seguinte na rota de BER, mas as duas enzimas não inte- 
ragem na ausência de DNA. Isso sugere que a UDG permane- 
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ce ligada a um sítio AP por ela gerado até que sej a deslocada 
pela AP-endonuclease, que se liga ainda mais fortemente a 
esse sítio, protegendo assim a célula dos efeitos citotóxicos do 
sítio AP. Parece provável que outras DNA-glicosilases especí- 
ficas para lesões do DNA funcionem de maneira semelhante. 

C. Reparo de malpareamentos 

Qualquer malpareamento ocorrido durante a replicação e 
que tenha escapado das funções de edição das várias DNA- 
-polimerases participantes pode ainda ser corrigido por 
um processo conhecido como reparo de malpareamentos 
(MMR, de mismatch repair ). Por exemplo, a Pol I e a Pol III 
de E. coli possuem frequências de erro de 10 6 a 10' 7 por par 
de bases replicado, mas as taxas mutacionais observadas em 
E . coli são de IO -9 a 10 lD por par de bases replicado. Além 
disso, o sistema de MMR pode corrigir inserções ou deleções 
de até 4 nt (que são geradas pelo deslizamento de uma fita 
em relação à outra no sítio ativo da DNA-polimerase). A 
importância da MMR é indicada pelo fato de que defeitos 
no sistema de MMR humano resultam em uma elevada inci- 
dência de cânceres, mais notavelmente no câncer colorretal 
hereditário não poliposo (HNPCC, de hereditary nonpoly- 
posis colorectal câncer, que afeta vários órgãos e pode ser a 
predisposição hereditária ao câncer mais comum) . 

Se um sistema de MMR deve corrigir erros da replicação 
em vez de perpetuá-los, ele deve ser capaz de distinguir o 
DNA parental, que possui a base correta, da fita-filha, que 
possui uma base normal, porém incorreta. Em E. coli, como 
visto (Seção 30. 3C), isso é possível porque os palíndromos 
GATC recém-replicados permanecem hemimetilados até 
que a Dam-metiltransferase tenha tido tempo suficiente para 
metilar a fita-filha. 

O sistema de MMR de E. coli , que foi elucidado em 
grande parte por Paul Modrich, requer a participação de três 
proteínas e ocorre como descrito a seguir (Fig. 30.61): 

1. A MutS (853 resíduos) liga-se ao par de bases malp area- 
do ou a bases não pareadas como um homodímero. 

2. Ao complexo MutS-DNA liga-se a MutL (615 resíduos), 
também como um homodímero. 

3. O complexo MutS -MutL desloca- se ao longo do DNA 
em ambas as direções, formando, dessa maneira, uma alça 
no DNA. A translocação parece ser movida pela função de 
ATPase da MutS. 

4. Ao encontrar um palíndromo GATC hemime tilado, o 
complexo MutS-MutL recruta a MutH (228 resíduos) e ativa 
essa endonuclease de fita simples para que ela faça uma quebra 
no lado 5' do GATC não metilado. Esse GATC pode estar lo- 
calizado em qualquer um dos lados do malpareamento e até a 
mais de 1 .000 pb de distância dele, embora a eficiência de repa- 
ro diminua com a distância entre a quebra e o malpareamento. 

5. O complexo MutS-MutL recruta a helicase UvrD, que, 
em conj unto com uma exonuclease, separa as fitas e degrada 
a fita cortada, desde a quebra até além do malpareamento. 
Caso a quebra seja no lado 3' do malpareamento, como mos- 
trado, a exonuclease é a exonuclease I (uma exonuclease 3' 
-> 5'), ao passo que, se a quebra for no lado 5' do malparea- 
mento, a exonuclease pode ser tanto a Red como a exonu- 
clease VII (ambas exonucleases 5' —> 3'). 

A lacuna resultante é preenchida pela Pol III e selada pela 
DNA-ligase, corrigindo, assim, o malpareamento. A MutL 
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FiGURA 30.61 O mecanismo de reparo de malpareamentos 
em E. coli. 


também é uma ATPase, que, postula-se, funciona para coor- 
denar as várias etapas da MMR. 

Os sistemas de MMR eucarióticos são, como esperado, 
mais complicados do que aqueles de E. coli. Eucariotos ex- 
pressam seis proteínas homólogas a MutS e cinco proteínas 
homólogas a MutL, que formam heterodímeros no DNA 
malpareado. Entretanto, homólogos de MutH ocorrem ape- 
nas em bactérias gram-negativas. Os eucariotos devem ter 
alguma outra maneira para diferenciarem a fita de DNA pa- 
rental da fita-filha. Talvez a fita-filha recém-sintetizada sej a 
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identificada por suas quebras ainda não seladas. A ressíntese 
do DNA é, provavelmente, realizada pela pol ô. 

D. A resposta SOS 

Agentes que danificam o DNA, como a radiação UV, agen- 
tes alquilantes e agentes que provocam ligações cruzadas, 
induzem um complexo sistema de modificações celulares em 

E. coli, conhecido como a resposta SOS. Células de E. coli 
tratadas dessa maneira param de se dividir e aumentam sua 
capacidade de reparar o DNA danificado. 

a. A proteína LexA reprime a resposta SOS 
A natureza da resposta SOS começou a ser elucidada a partir 
das observações de que E. coli com genes recA ou lexA mu- 
tantes apresentavam suas respostas SOS permanentemente 
ativadas. A RecA, uma proteína de 353 resíduos que cobre 
o DNA como um filamento helicoidal multimérico, desem- 
penha, como será visto, um papel central na recombinação 
homóloga (Seção 30.6Ab). Quando células de E. coli são ex- 


postas a agentes que danificam o DNA ou inibem a sua re- 
plicação, a RecA especificamente faz a mediação da quebra 
proteolítica da LexA (202 resíduos), entre seus resíduos de 
Asp 84 e Gly 85. A RecA tem essa função ativada ao ligar-se 
a ssDNA (assumiu-se inicialmente que a RecA catalisava a 
proteólise da LexA, mas experimentos subsequentes, realiza- 
dos por John Little, indicaram que a RecA ativada estimula 
a autoclivagem da LexA). Investigações adicionais indicaram 
que a LexA atua como um repressor de 43 genes que parti- 
cipam da reparo do DNA e do controle da divisão celular, 
inclusive de recA, lexA, uvrA e uvrB. Análises de sequência 
dos genes reprimíveis por LexA revelaram que todos eles são 
precedidos por uma sequência homóloga de 20 nt, chamada 
de box SOS, que possui a simetria palindrômica característica 
de operadores (sítios controladores nos quais os repressores 
se ligam para interferirem com a iniciação da transcrição pela 
RNA-polimerase; Seção 5.4A). De fato, foi demonstrado que 
a LexA liga-se especificamente nos boxes SOS de recA e lexA . 

As observações anteriores sugerem um modelo para a 
regulação da resposta SOS (Fig. 30.62). Durante a multi- 
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FIGURA 30.32 Regulação da resposta SOS em E. coli. Em uma célula com o DNA não danificado (acima), a LexA reprime a 
maior parte da síntese de LexA, RecA, UvrA, UvrB e de outras proteínas envolvidas na resposta SOS. Quando existe uma grande 
quantidade de lesões no DNA (abaixo), RecA é ativada ao ligar-se ao ssDNA resultante, o que determina que ela estimule a auto- 
clivagem da LexA. A consequente síntese das proteínas SOS resulta no reparo dos danos no DNA. 



1222 Do na! d Voet / Judith G. Voet 


plicação normal, a LexA reprime totalmente a expressão 
dos genes SOS, inclusive do gene lexA, por sua ligação aos 
respectivos boxes SOS, de forma a impedir que a RNA- 
polimerase inicie a transcrição desses genes. No entanto, 
quando o dano ao DNA foi suficiente para produzir lacunas 
após a replicação, a RecA liga-se ao ssDNA, de modo a es- 
timular a clivagem da LexA. Os genes reprimíveis por LexA 
são consequentemente liberados da repressão e dirigem a 
síntese de proteínas SOS, incluindo a própria LexA (embora 
esse repressor continue a ser clivado devido à influência da 
RecA). Quando as lesões no DNA são eliminadas, a RecA 
para de estimular a autoproteólise de LexA. As proteínas 
LexA recém-sintetizadas podem, então, funcionar como re- 
pressores, o que permite que a célula retorne à normalidade. 

b. 0 reparo SOS é sujeita a erros 

A holoenzima Pol III de E. coli é incapaz de replicar o DNA 
por uma variedade de lesões, como sítios AP e dímeros de pi- 
rimidina. Ao encontrar essas lesões, o replissomo para e se 
desmonta, pela liberação de seus núcleos de Pol III, em um 
processo que é chamado de “colapso” da forquilha de repli- 
cação. As células possuem duas maneiras gerais para restau- 
ração de forquilhas de replicação colapsadas, o reparo por 
recombinação e o reparo SOS. O reparo por recombinação 
evita o molde danificado utilizando um cromossomo homólo- 
go como seu DNA-molde, em um processo conhecido como 
recombinação homóloga, que também funciona para gerar di- 
versidade genética. Portanto, a discussão sobre reparo por re- 
combinação será adiada para depois das considerações sobre 
a recombinação homóloga, na Seção 30.6A. Nos parágrafos 
seguintes será discutido o reparo SOS. 

No reparo SOS, o núcleo da Pol III perdido na forquilha 
de replicação colapsada é substituído por uma das duas DNA- 
-polimerases de desvio ( bypass DNA-polymerases), cujas sín- 
teses são induzidas pela resposta SOS: a DNA-polimerase IV 
(Pol IV, o produto de 336 resíduos do gene dinB ) ou a DNA- 
-polimerase V (Pol V; o produto heterotrimérico dos genes 
umuD e umuC, UmuD’ 2 C [umu de UV mutagenesis, mutagê- 
nese por UV], onde a UmuD’ é produzida pela autoclivagem 
assistida pela RecA da proteína UmuD, de 139 resíduos, que 
remove seus 24 resíduos N-terminais, e a UmuC consiste em 
422 resíduos). Ambas as enzimas são DNA-polimerases da 
família Y, cujos membros não possuem a atividade de exo- 
nuclease 3' — > 5' para revisão de leitura e replicam DNA não 
danificado com uma baixa fidelidade e baixa processividade 
e, por isso, são também conhecidas como DNA-polimerases 
propensas a erro ( error-prone DNA-polymerases). 

A síntese translesão (TLS, de translesion synthesis) fei- 
ta pela Pol V, que foi caracterizada em grande parte por 
0’DonneIl e Myron Goodman, requer a presença simultâ- 
nea do grampo deslizante p 2 , do complexo y (carregador do 
grampo) e de SSBs, juntamente com um filamento da RecA 
em complexo com o ssDNA produzido pela ação de helicases 
no dsDNA à frente da forquilha de replicação parada. Esse 
complexo, chamado de mutassomo da Pol V, tende a incor- 
porar G com metade da frequência com que incorpora A em 
oposição aos dímeros de timina e sítios AP, com pirimidinas 
sendo raramente incorporadas. Obviamente, esse processo é 
altamente mutagênico. Porém, mesmo durante a replicação 
de DNA não danificado, a Pol V é pelo menos 1.000 vezes 
mais propensa a erros do que as holoenzimas Pol I e Pol III. 
No entanto, após sintetizar ~ 7 nt, o mutassomo da Pol V é 


substituído pela holoenzima Pol III, que inicia a replicação 
normal do DNA após a lesão que foi superada. A Pol II, uma 
participante da TLS que replica acuradamente o DNA, tam- 
bém é induzida pela resposta SOS, mas ela é sintetizada bem 
antes do aparecimento da Pol V (ver a seguir). O papel da 
Pol II parece ser o de mediação do processo de TLS livre de 
erros e é somente quando esse processo falha que a Pol II é 
substituída pela Pol V, que realiza a TLS sujeita a erros. 

Existem vários tipos de lesões no DNA, além dos sítios 
AP e dos dímeros de timina, que interferem com a replicação 
normal do DNA. Dependendo do tipo de lesão, a Pol IV, que 
também é propensa a erros, pode ser recrutada em vez da Pol 
V para realizar a TLS. Para muitas lesões, a TLS pode pular 
por sobre o nucleotídeo alterado, resultando na deleção de 
uma ou duas bases na fita-filha oposta à lesão (criando uma 
mutação de mudança de fase, frameshift mutation, assim cha- 
mada porque poderia modificar a fase de leitura de um gene 
estrutural daquele ponto em diante; Seção 5.4Bd). Além dis- 
so, a Pol IV tem a propensão de gerar mutações de mudança 
de fase mesmo quando está replicando DNA não danificado. 

A DNA-polimerase da família Y chamada Dpo4, da ar- 
queobactéria Sulfolobus solfataricus P2, uma homóloga da Pol 
IV e da Pol V de E. coli, incorpora erroneamente ~ 1 base a 
cada 500 nucleotídeos replicados. A estrutura por raios X de 
um complexo da Dpo4 com um DNA-molde com iniciador e 
que foi incubado com ddATP (que é complementar à base do 
molde), determinada por Wei Yang, revela a base estrutural 
dessa baixa fidelidade (Fig. 30.63). A proteína de 352 resíduos 
contém os domínios de dedos, palma e polegar comuns a todas 


Dedos 



FIGURA 30.63 Estrutura por raios X da DNA-polimerase de 
desvio Dpo4 de Sulfolobus solfataricus P2 em complexo com um 
iniciador DNA-molde e ddADP. A proteína está representada 
na forma de fitas, com seus domínios de dedos, palma, polegar 
e dedo mínimo em azul, vermelho, verde e púrpura, respectiva- 
mente. O DNA está em dourado, com seu esqueleto de açúcar- 
-fosfato representado como fitas e suas bases representadas por 
bastões. O ddADP, que está realizando um pareamento de bases 
com um T do molde no sítio ativo da enzima, está representado 
na forma de esferas e bastões e colorido de acordo com o tipo de 
átomo (C cor-de-rosa, N azul, O vermelho e P magenta). (Corte- 
sia de Wei Yang, NIH, Bethesda, Maryland, EUA. PDBid 1 JX4.) 


Bioquímica 1223 


as DNA-polimerases conhecidas (embora suas ordens difiram 
nas sequências das diferentes famílias de DNA-polimerases) 
e, além disso, possuem um domínio C-terminal único da fa- 
mília Y de DNA-polimerases, que foi denominado domínio 
de “dedo mínimo”. A enzima, como esperado, incorporou um 
resíduo de ddA na extremidade 3’ do iniciador e, além disso, 
ligou um ddADP em complexo de pareamento de bases com 
o novo T do molde. O domínio de dedo mínimo liga-se à ca- 
vidade maior do DNA. Entretanto, os domínios de dedos e 
do polegar são pequenos e curtos em comparação àqueles das 
DNA-polimerases replicativas, como a Klentaql (Fig. 30.9) e 
a pol ô (Fig. 30.41), e os resíduos que contactam o par de bases 
no sítio ativo são todos de Gly e Ala, em vez de serem de Phe, 
Tyr e Arg, como os que essencialmente fazem isso nas DNA- 
polimerases replicativas. Além disso, o DNA ligado à enzima 
está inteiramente na forma B, em vez de estar na forma A no 
sítio ativo, como ocorre em muitas DNA-polimerases replica- 
tivas. Como a cavidade menor está mais acessível no A-DNA 
do que no B-DNA (Seção 29.1B), isso sugere que as DNA- 
polimerases sujeitas a erros têm menos facilidade para mo- 
nitorar a fidelidade do pareamento de bases do nucleotídeo 
que está sendo incorporado. Isso explica a capacidade que as 
DNA-polimerases sujeitas a erros têm de acomodarem tan- 
to um DNA-molde distorcido como pareamentos do tipo não 
Watson-Crick em seus sítios ativos. 

O reparo SOS é um processo sujeito a erros e, portanto, 
mutagênico. Ele é, por isso, um último recurso, que só é ini- 
ciado ~ 50 minutos após a indução SOS, caso o DNA não te- 
nha sido ainda reparado de outras maneiras. Porém, danos no 
DNA que normalmente ativam a resposta SOS não são mu- 
tagênicos nas E. coli recA que sobrevivem. Como visto, isso 
ocorre porque as DNA-polimerases de desvio irão replicar 
por uma lesão no DNA mesmo quando não há informação 
que permita identificar quais bases estavam originalmente 
presentes. De fato, a maioria das mutações em E. coli surge 
das ações do sistema de reparo SOS. Isso é, portanto, um tes- 
temunho a favor da proposição de que a sobrevivência com 
uma chance de perda de função (e o possível ganho de ou- 
tras novas funções) é vantajosa, no sentido Darwiniano, em 
relação à morte, embora somente uma pequena fração das 
células realmente vá sobreviver a esse processo. Foi sugerido, 
portanto, que, sob condições de estresse ambiental, o sistema 
SOS funciona para elevar a frequência de mutações, de modo 
a aumentar a frequência com a qual E. coli adapta-se às novas 
condições. Finalmente, deve-se chamar a atenção para o fato 
de que as pois tj, i e k eucarióticas, todas membros da famíÜa 
Y, e a pol £, um membro da família X, estão implicadas na 
TLS e que a pol tj, o produto do gene XPV, é defectiva na 
forma XPV da xerodermia pigmentosa (Seção 30.5Bb). 

E. Reparo de quebras de fita dupla 

Quebras de fita dupla (DSBs, de double-strand breaks) são 
produzidas no DNA quando a forquilha de replicação encon- 
tra uma quebra, pelas espécies reativas de oxigênio (ROS), 
produtos secundários do metabolismo oxidativo, e pela ra- 
diação ionizante (que também produz ROS). De fato, cerca 
de 5 a 10% de uma cultura de células em divisão exibe ao me- 
nos uma quebra cromossômica em um dado momento. Além 
disso, as DSBs são intermediárias normais de determinados 
processos celulares especializados, como a recombinação du- 
rante a meiose (Seção 1.4Ab) e a recombinação V(D)J nas 


células linfoides, o que ajuda a gerar a vasta diversidade de 
sítios de ligação a antígenos dos anticorpos e receptores de 
células T (Seção 35.2C). As DSBs não reparadas ou malpare- 
adas podem ser letais para as células ou provocar aberrações 
cromossômicas que podem levar ao câncer. Assim, o reparo 
eficiente das DSBs é fundamental para a viabilidade celular 
e para a integridade do genoma. 

As células possuem dois modos gerais para reparo de 
DSBs, o reparo por recombinação, que ocorre apenas duran- 
te o final da fase S e na fase G 2 do ciclo celular (quando as 
cromátides irmãs estão presentes para servir como moldes), 
e a união de extremidades não homólogas (NHEJ, de no- 
nhomologous end-joining), que funciona durante todo o ciclo 
celular. Aqui, discute-se a NHEJ, um processo que, como o 
seu nome indica, religa DSBs diretamente. O reparo por re- 
combinação será discutida na Seção 30. 6 Ag. 

Na NHEJ, as extremidades quebradas de uma DSB de- 
vem ser alinhadas, suas extremidades com projeções de fita 
simples devem ser aparadas e/ou preenchidas e as fitas de- 
vem ser ligadas. O núcleo da maquinaria da NHEJ em eu- 
cariotos inclui a proteína de ligação à extremidade do DNA, 
Ku (um heterodímero de subunidades homólogas de 70 e 83 
kDa, Ku70 e Ku80), a DNA-ligase IV e a proteína acessó- 
ria Xrcc4. A Ku, uma proteína nuclear abundante, liga-se a 
DSBs independentemente da presença de extremidades ce- 
gas ou de projeções de fita simples e, portanto, parece ser 
o sensor primário de DSBs da célula. A estrutura por raios 
X da Ku em complexo com um DNA de 14 pb, determina- 
da por Jonathan Goldberg, revela que a proteína sustenta o 
segmento de dsDNA ao longo de toda a sua extensão e en- 
volve o seu segmento de ~ 3 pb central (Fig. 30.64). O anel 



FIGURA 30.64 Estrutura por raios X da proteína Ku humana 
em complexo com um DNA contendo 14 pb. As subunidades de 
Ku70 (i hélices em vermelho e fitas em amarelo ) e de Ku80 ( hélices 
em azul e fitas em verde ) são visualizadas ao longo do eixo pseu- 
doduplo que as relaciona. O DNA, visto com a sua DSB voltada 
para cima, está representado na forma de volume atômico, com 
seu esqueleto de açúcar-fosfato em cinza-escuro e seus pares de 
bases em cinza-claro. Note que o DNA está envolvido por um 
anel de proteína. (Cortesia de John Tainer, The Scripps Research 
Institute, La Jolla, Califórnia, EUA. Com base em uma estrutura 
por raios X de Jonathan Goldberg, Memorial Sloan-Kettering 
Câncer Center, New York, EUA. PDBid 1JEY.) 
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proteico também está presente na estrutura por raios X bas- 
tante similar da Ku sem o DNA, o que explica porque a Ku 
que está ligada a um dsDNA que depois é circularizado fica 
permanentemente associada com ele. A Ku não estabelece 
contatos específicos com as bases do DNA e faz poucos con- 
tatos com o esqueleto de açúcar-fosfato, mas ela encaixa-se 
confortavelmente nas cavidades maior e menor, de forma a 
orientar o DNA precisamente. 

Foi demonstrado que complexos Ku-DNA formam dí- 
meros, a fim de alinharem para ligação os membros de uma 
DSB, ambos com as extremidades aparadas e com projeções 
de fita simples curtas (1 a 4 pb) e complementares, como 
está esquematizado na Fig. 30.65. As extremidades do DNA 
ficam expostas ao longo de uma das faces de cada um dos 
complexos Ku-DNA, o que presumivelmente as torna aces- 
síveis às polimerases, que irão preencher as lacunas, e às nu- 
cleases, que irão aparar extremidades excedentes e inapro- 
priadas, preparando-as para a ligação pela DNA-ligase IV 
em complexo com a Xrcc4. A remoção de nucleotídeos das 
extremidades (nucleotide trimming) , que, obviamente, gera 
mutações, parece ser realizada de modo dependente de ATP 
pelo complexo Mrell, conservado de maneira evolutiva, que 
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FIGURA 30.65 Diagrama esquemático da união de extre- 
midades não homólogas (NHEJ). O fragmento de dsDNA à 
esquerda tem uma base faltando e o fragmento à direita está 
bloqueado por um grupamento não ligãvel ( círculo preto preen- 
chido ). Os dois heterodímeros da Ku estão representados por 
duas tonalidades de amarelo e os complexos Xrcc4-DNA-ligase 
IV estão representados por duas tonalidades de azul. As liga- 
ções recém -reparadas no DNA estão representadas por círculos 
em cor-de-rosa. (De acordo com Jones, J.M., Gellert, M., e 
Yang, W., Structure 9, 881 [2001].) 


consiste em duas subunidades da nuclease Mrell e de duas 
subunidades da ATPase Rad50. A Ku acaba sendo liberada 
do DNA religado, talvez por clivagem proteolítica. 

A razão porque as mutações geradas por NHEJ não são 
inaceitavelmente deletérias é que somente uma pequena fra- 
ção do genoma humano é expressa (Seção 34.2 A). De fato, 
o genoma em uma célula somática de um homem de 70 anos 
de idade contém, normalmente, —2.000 “cicatrizes” causadas 
por NHEJ. 

F. Identificação de carcinógenos 

Sabe-se que muitas formas de câncer são causadas pela exposi- 
ção a determinados agentes químicos que são, por isso, conhe- 
cidos como carcinógenos. Estima-se que até 80% dos cânceres 
humanos surgem dessa maneira. Existem consideráveis evidên- 
cias de que o evento primário na carcinogênese é muitas vezes 
uma lesão no DNA (a carcinogênese será discutida na Seção 
34.4C). Consequentemente, os carcinógenos são também pro- 
váveis indutores da resposta SOS em bactérias e, assim, atua- 
riam como agentes mutagênicos indiretos. De fato, existe uma 
elevada correlação entre carcinogênese e mutagênese (lem- 
brar, p. ex., o desenvolvimento da XP; Seção 30.5Bb). 

Existem, atualmente, mais de 80.000 produtos químicos 
de importância comercial sintetizados pelo homem e — 1 .000 
produtos novos são introduzidos no mercado a cada ano. Os 
testes-padrão em animais para carcinógenos, que consistem na 
exposição de ratos ou camundongos a níveis elevados de um 
composto com suspeita de ser cardnogênico e a verificação do 
possível surgimento de câncer, são muito caros e necessitam de 
— 3 anos para serem finalizados. Por isso, um número relati- 
vamente pequeno de substâncias já foi testado dessa maneira. 

a. O teste de Ames é um ensaio para prováveis carcinógenos 
Bruce Ames desenvolveu um ensaio bacteriano rápido e efi- 
ciente para a verificação do potencial carcinogênico de uma 
substância com base na elevada correlação entre carcinogê- 
nese e mutagênese. Ele construiu linhagens-teste especiais 
de Salmonella typhimurium que são his~ (não podem sin- 
tetizar histidina, de modo que são incapazes de se multipli- 
carem na sua ausência), possuem envoltórios celulares que 
não apresentam a cobertura lipopolissacarídica que torna 
as Salmonellas normais impermeáveis a muitas substâncias 
(Seção 11.3Bc) e possuem sistemas de reparo por excisão 
inativados. A mutagênese nessas linhagens-teste é indicada 
pela reversão ao fenótipo his + . 

No teste de Ames, — 10 9 bactérias da linhagem- teste 
são espalhadas em uma placa com meio de cultura que con- 
tém apenas uma pequena quantidade de histidina para per- 
mitir que as bactérias se multipliquem e sofram mutações. 
Normalmente, é utilizada uma mistura de várias linhagens 
his~, de modo que tanto as mutações devidas à substituição 
de bases como as devidas à inserções ou deleções de nucleotí- 
deos podem ser detectadas. Um agente mutagênico colocado 
no meio de cultura faz essas bactérias his~ reverterem o seu 
fenótipo para his : , que é detectado devido à multiplicação 
bacteriana, a qual origina colônias visíveis após 2 dias a 37°C 
(Fig. 30.66). O escore de mutagenicidade de uma substância 
é dado pelo número dessas colônias, subtraído do pequeno 
número de colônias revertentes espontâneas, que surgem na 
ausência do agente mutagênico. 
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FIGURA 30.66 O teste de Ames para mutagênese. Um disco 
de papel filtro contendo um agente mutagênico, nesse caso o 
agente alquilante etil-metanossulfonato, é colocado no centro 
de uma placa de cultura contendo linhagens testadoras de Sal- 
monella typhimurium his~ em um meio que inicialmente contém 
apenas uma pequena quantidade de histidina. Um halo denso 
de colônias bacterianas revertentes aparece ao redor do disco 
a partir do qual o agente mutagênico se difunde. As colônias 
maiores distribuídas sobre a placa de cultura são revertentes es- 
pontâneas. As bactérias próximas ao disco foram mortas devido 
à elevada concentração do agente mutagênico tóxico. (Cortesia 
de Raymond Devoret, Instituí Curie, Orsay, França.) 

Muitos não carcinógenos são convertidos a carcinóge- 
nos no fígado ou em outros tecidos, por uma variedade de 
reações de destoxificação (p. ex., aquelas catalisadas pelos 
citocromos P450; Seção 15.4Bc). Uma pequena quantidade 
de homogeneizado de fígado de rato é por isso incluída no 
meio do teste de Ames, em uma tentativa de aproximar as 
condições do teste aos efeitos do metabolismo de mamíferos. 

b. Tanto substâncias produzidas pelo homem como as que 
ocorrem naturalmente podem ser carcinogênicas 
Existe uma correspondência de ~ 80% entre os compostos 
que se mostraram carcinogênicos em testes em animais e 
aqueles que se mostraram mutagênicos no teste de Ames. 
Curvas de dose-resposta, que são geradas testando -se um 
determinado composto em várias concentrações, são quase 
sempre lineares e extrapolam, voltando a zero, indicando 
que não existe um limiar de concentração para a mutagênese. 
Vários compostos aos quais seres humanos foram extensiva- 
mente expostos e que se mostraram mutagênicos pelo teste 
de Ames foram, mais tarde, identificados como carcinogêni- 
cos em testes em animais. Entre eles estão o fosfato de tris 
(2,3-dibromopropila), que foi utilizado como um retardador 
de chamas em roupas de dormir infantis em meados da déca- 
da de 1970 e pode ser absorvido pela pele; e a furilfuramida, 
que foi utilizada no Japão nas décadas de 1960 e 1970 como 
um aditivo antibacteriano em muitos alimentos industriali- 
zados (e que passou por dois testes em animais antes de ser 
considerado mutagênico). Os carcinógenos não estão res- 
tritos a compostos sintetizados pelo homem, pois também 
ocorrem na natureza. Por exemplo, os carcinógenos estão 


presentes em muitas plantas que são comuns na dieta huma- 
na, inclusive em brotos de alfafa. A aflatoxina Bl, 


o o 



Aflatoxina B 1 


um dos carcinógenos conhecidos mais potentes, é produ- 
zida por fungos que se multiplicam em amendoim e milho. 
Alimentos assados ou torrados, como carnes grelhadas ou 
pães tostados, contêm vários de agentes danosos para o 
DNA. Assim, em relação aos carcinógenos, segundo palavras 
escritas por Ames, “a natureza não é benigna”. 

6 RECOMBINAÇÃO E ELEMENTOS GENÉTICOS MÓVEIS 

O cromossomo não é apenas um simples repositório de infor- 
mação genética. Se fosse assim, a unidade de mutação deve- 
ria ser não um gene, mas todo um cromossomo, porque não 
haveria maneira de se separar um gene mutado dos demais 
genes do mesmo cromossomo. Os cromossomos iriam, por- 
tanto, acumular mutações deletérias até que eles se tornas- 
sem inviáveis. 

Já se sabia, a partir de alguns dos primeiros estudos ge- 
néticos, que pares de genes alélicos são capazes de mudar de 
localização cromossômica por um processo conhecido como 
recombinação genética (Seção 1.4Cb). Genes mutados po- 
dem, portanto, ser individualmente testados, pois a propa- 
gação deles não é absolutamente dependente da propagação 
dos genes com os quais eles estavam previamente associa- 
dos. Nesta seção, consideram-se os mecanismos por meio dos 
quais os elementos genéticos podem se mover, tanto entre 
cromossomos como no interior deles. 

A. Recombinação homóloga 

A recombinação homóloga (também chamada de recom- 
binação geral) é definida como a troca de segmentos ho- 
mólogos entre duas moléculas de DNA. Estudos genéticos 
e citológicos indicaram há muito tempo que um processo 
de entrecruzamento (crossing-over) ocorre em organismos 
superiores durante a meiose (Fig. 1.27). As bactérias, que 
são normalmente haploides, também possuem mecanismos 
elaborados para a permuta de informação genética. Elas 
podem adquirir DNA exógeno por meio de transformação 
(Seção 5.2A), por um processo denominado conjugação 
(cruzamento), no qual o DNA é diretamente transferido de 
uma célula para outra por uma ponte citoplasmática (Seção 
31.1 Ac), e por transdução, na qual um bacteriófago defecti- 
vo, que adquiriu erroneamente um segmento do DNA bac- 
teriano em vez do cromossomo virai, transfere esse DNA 
para outra célula bacteriana. Em todos esses processos, o 
DNA exógeno é incorporado no cromossomo ou em um 
plasmídeo do receptor pela recombinação homóloga (para 
ser propagado, um segmento de DNA deve ser parte de um 
replicon; isto é, estar associado a uma origem de replicação, 
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como as que ocorrem em um cromossomo, um plasmídeo 
ou um vírus). 

a. A recombi nação ocorre por meio de um intermediário 
permutado (Crossed-Over) 

Um modelo prototípico para a recombinação homóloga 
(Fig. 30.67) foi proposto por Rohm Holliday, em 1964, com 
base em estudos genéticos feitos em fungos. As fitas corres- 
pondentes de dois dúplices de DNA homólogos alinhados 
são quebradas e se permutam para p arearem com as fitas 
aproximadamente complementares do duplex homólogo, 
depois disto as quebras são selados (Fig. 30.67a-e). Isso 
origina uma junção quádrupla conhecida como junção de 
Holliday (Fig. 30.67e). Uma junção de Holliday foi, de fato, 
observada na estrutura por raios X de d(CCGGTACCGG), 
determinada por Shing Ho (Fig. 30.68). Nela, talvez de for- 
ma inesperada, todas as bases formam pares de bases de 
Watson-Crick normais, sem qualquer tensão aparente. O 
ponto de permuta pode mover-se em ambas as direções, 
frequentemente ao longo de centenas de nucleotídeos, em 
um processo conhecido como migração da ramificação (Fig. 


30.67e, /), no qual as quatro fitas mudam suas parceiras de 
pareamento de bases. 

Uma junção de Holliday pode ser resolvida em dois dú- 
plices de DNA de duas maneiras igualmente prováveis (Fig. 
30.67 g-t): 

1. A clivagem das fitas que não permutaram (ramo direito 
na Fig. 30.67/-/) troca as extremidades dos dúplices originais, 
para formar, depois das quebras terem sido seladas, o DNA 
recombinante tradicional (Fig. 1.276). 

2. A clivagem das fitas que permutaram (ramo esquerdo 
na Fig. 30.67/-/) troca um par de segmentos de fita simples 
homólogos. 

A recombinação de dúplices de DNA circulares resulta nos 
tipos de estruturas esquematizados na Fig. 30.69. A evidên- 
cia obtida por ME da existência das supostas estruturas em 
“forma de 8” é mostrada na Fig. 30.67a. Foi demonstrado 
que essas estruturas em forma de 8 não são apenas círculos 
torcidos, pois, ao serem clivadas com uma endonuclease de 
restrição, elas originam estruturas qui (devido à semelhança 
com a letra grega x), como a apresentada na Fig. 30.706. 



RSURA 30. 81' O modelo de Holliday para a recombinação homóloga entre DNÁs de fita dupla homólogos. fo Ver Figuras animadas 
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FIGURA 30.69 Recombinação homóloga entre dois dúplices 
de DNA circulares. Esse processo pode resultar tanto em dois 
círculos de tamanhos originais ou em um único círculo composto. 


FIGURA 30.68 Estrutura por raios X do DNA decamérico autocomplementar d(CCGGTACCGG). (a) A estrutura secundária 
da junção de Holliday de quatro fitas formada por essa sequência, na qual as quatro fitas, A, B, C e D, estão coloridas individual- 
mente, seus nucleotídeos numerados de 1 a 10 da extremidade 5' para a 3’ e as interações de pareamento de bases de Watson-Crick 
estão representadas por traços pretos. O eixo duplo que relaciona as duas hélices dessa conformação em X empilhada está repre- 
sentado pelo símbolo lenticular preto, (b) A estrutura tridimensional observada da junção de Holliday, como visualizada ao longo 
de seu eixo duplo, na qual os oligonueleotídeos estão representados na forma de bastão com seus esqueletos delineados por fitas, 
todos coloridos como na Parte a. Com a exceção dos esqueletos das fitas B e D nos cruzamentos, cada um dos dois braços dessa es- 
trutura forma uma hélice de B-DNA não distorcida, inclusive o empilhamento de pares de bases que flanqueia os cruzamentos. As 
duas hélices estão inclinadas a 41°, uma em relação à outra. Notar que a Fig. 30.67g é uma representação esquemática da conforma- 
ção em X empilhada, como visualizada a partir de uma posição perpendicular a ambas as hélices (a partir do lado neste desenho e, 
portanto, tendo a aparência projetada da letra X). Uma junção de Holliday pode também assumir uma conformação em X aberta, 
que é representada pela Fig. 30.67/'. (Cortesia de Shing Ho, Oregon State University, EUA. PDBid 1DCW.) 
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(b) 


FI*3'JRA 30.70 Micrografias eletrônicas de intermediários da 
recombinação homóloga de dois plasmídeos. (a) A estrutura em 
forma de 8. Ela corresponde à Fig. 30.69cf. (b) Uma estrutura qui 
que resulta do tratamento de uma estrutura em forma de 8 com 
uma endonuclease de restrição. Note as conexões de fita simples 
mais finas na região de permuta ( crossing-over ). (Cortesia de 
Huntington Potter, University of South Florida, EUA, e Davis 
Dressler, Oxford University, Reino Unido.) 

b. A recombinação homóloga em E. Coli é catalisada pela RecA 
A observação de que E. coli recA~ apresenta uma frequência 
de recombinação 10 4 vezes menor do que o tipo selvagem 
indica que a proteína RecA desempenha uma Junção impor- 
tante na recombinação. De fato, a RecA aumenta muito a 
frequência na qual fitas complementares renaturam in vitro. 
Essa proteína versátil (lembre que ela também estimula a 
autoproteólise da LexA para desencadear a resposta SOS e 
é uma participante essencial da síntese de DNA translesão; 
Seção 30.5D) polimeriza-se de forma cooperativa, indepen- 
dentemente da sequência de bases, sobre ssDNA ou sobre 
dsDNA que possua uma lacuna de fita simples. Os filamen- 
tos resultantes, os quais podem conter até vários milhares de 
monômeros da RecA, ligam-se de forma especifica ao dsD- 
NA homólogo, e, em uma reação dependente de ATP, cata- 
lisam a troca de fitas. 

Estudos de ME feitos por Edward Egelman revelaram 
que os filamentos de RecA ligados ao ssDNA ou ao dsDNA 
formam uma hélice enrolada para a direita com ~ 6,2 monô- 
meros de RecA por volta e um passo (ascensão por volta) de 
95 À. O DNA nesses filamentos se liga à proteína com 3 nt 
(ou pb) por monômero de RecA e, portanto, ele fica desen- 
rolado com ~ 18,6 nt (ou pb) por volta (contra os 10 pb por 
volta para a forma B-DNA canônica). 


A formação dos filamentos RecA-DNA é altamente co- 
operativa; ela requer cinco ou seis protômeros de RecA para 
formar uma reunião estável. Consequentemente, tentativas 
de cristalizar filamentos RecA-DNA foram, por muitos anos, 
malsucedidas. Nikola Pavletich engenhosamente resolveu 
esse dilema pela ligação de cinco a seis genes de RecA de 
E. coli (cada um correspondendo aos resíduos 1-335 dessa 
proteína de 353 resíduos) em tandem via ligantes de 14 resí- 
duos e mutando a primeira e a última RecA, de forma a im- 
pedir que elas formassem filamentos maiores. Essas proteí- 
nas fusionadas, as quais apresentaram atividades de ATPase 
dependente de DNA e de troca de fitas comparáveis às da 
RecA monomérica, formaram cristais contendo tanto ssD- 
NA como dsDNA. 

A estrutura por raios X do complexo RecA 5 -(ADP- 
AlF 4 ") 5 ~(dT) 15 -(dA) 12 (Fig. 30.71; ADP-A1F 4 “ é um análogo 
não hidrolisável do ATP) exibe um filamento de eixo reto 
com parâmetros helicoidais que são bastante similares àque- 
les derivados de estudos de ME. Cada unidade de RecA 
consiste em um grande segmento N-terminal helicoidal de 30 
resíduos, um núcleo de ATPase a/|3 de 240 resíduos e um 



RecA 3 
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FIGURA 30.71 Estrutura por ralos X do complexo RecA s 
-(ADP-AIF4 ) s -(dT) 15 -(dA ) 12 visualizado com seu filamento axial 
vertical. As unidades de RecA RecA 1 (a unidade N-terminal) até 
a unidade RecA 4 estão coloridas de verde, ciano, magenta e cinza, 
respectivamente, com a unidade C-terminal, RecA 5 , colorida na 
ordem das cores do arco-íris a partir da sua extremidade N-termi- 
nal {azul) para a sua extremidade C-terminal (vermelho). O DNA 
e ADP-A1F 4 estão representados na forma de volume atômico 
com o C do DNA cinza, ADP verde, N azul, O vermelho, P cor de 
laranja, F azul claro e Al púrpura. (Com base em uma estrutura 
por raios X de Nikola Pavletich, Memorial Sloan-Kettering Cân- 
cer Center, New York, EUA. PDBid 3CMX.) 
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domínio C-terminal globular de 64 resíduos. Os ligantes que 
conectam unidades de RecA adjacentes estão desordenados. 
Cada ligante que conecta as unidades de RecA com suas vi- 
zinhas mais próximas, formam um filamento com uma cavi- 
dade helicoidal profunda que expõem o DNA ligado no seu 
interior (Fig. 30.71 é visualizada olhando para dentro dessa 
cavidade). 

As duas fitas de DNA, as quais se encontram próximas 
ao eixo do filamento, realizam um conjunto completo de pa- 
reamentos de bases do tipo Watson-Crick. Entretanto, em 
vez de estarem regularmente estendidas, como seria espera- 
do, o dsDNA assume uma conformação irregular, na qual 
cada segmento de 3 pb que está ligado a uma unidade de 
RecA se assemelha muito ao B-DNA com os degraus entre 
pares de bases sucessivos nessa trinca apresentando uma ele- 
vação axial de ~ 3,4 Â e uma torção helical de ~ 30° (contra 
3,4 À e 36° para a forma B-DNA canônica; Tabela 29.1). Em 
contraste, o degrau entre as trincas de pares de bases suces- 
sivas apresenta uma elevação axial de 8,4 Á e uma torção 
helicoidal de -4 o , formando, portanto, uma fenda de 5 À de 
altura entre trincas sucessivas que é parcialmente preenchida 
pela cadeia lateral do resíduo Ile 199 conservado. O esque- 
leto açúcar-fosfato da fita de DNA mais afastada do obser- 
vador na Fig. 30.71 (o [dT] 15 ) realiza extensos contatos com 
RecA. Em contraste, a outra fita (o [dA] 12 ) realiza poucos 
contatos com a proteína; ela é mantida no lugar quase que 


inteiramente pelo pareamento de bases com a primeira fita. 
O ADP-A1F 4 ~ é colocado entre núcleos de ATPase a/p adja- 
centes, onde ele fica completamente encoberto. 

A estrutura por raios X do complexo RecA 6 -(ADP- 
AlF4") 6 -(dT) íg contendo ssDNA se assemelha muito àquela 
do complexo contendo dsDNA antecedente, mas com a au- 
sência da fita de DNA mais próxima do observador na Fig. 
30.71 . Assim, cada unidade de RecA se liga a um segmento 
(dT) 3 que é mantido em uma conformação semelhante à do 
B-DNA com segmentos (dT) 3 sucessivos separados por uma 
elevação axial de 7,8 À. 

Como a RecA faz a mediação da troca de fitas de DNA 
entre DNAs de fita simples e de fita dupla? Ao encontrar um 
dsDNA com uma fita que é complementar ao ssDNA ao qual 
ela está ligada, a RecA desenrola parcialmente o duplex e, 
em uma reação movida pela hidrólise de ATP catalisada pela 
RecA, troca o ssDNA com a fita correspondente do duplex. 

Esse processo tolera apenas um grau limitado de malpa- 
reamentos e requer que uma das fitas de DNA participantes 
possua uma extremidade livre. A assimilação (troca) de um 
círculo de fita simples por uma fita de um dúplex linear (Fig. 
30.72) não pode prosseguir além da extremidade 3' de um 
segmento altamente malpareado na fita complementar. A in- 
vasão da fita simples deve, portanto, iniciar na sua extremida- 
de 5'. Um modelo para a consequente migração da ramifica- 
ção está esquematizado na Fig. 30.73. Obviamente, esses dois 
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FIGURA 30.72 A assimilação catalizada por RecA de um círculo de fita simples por um dsDNA pode ocorrer somente se o 
dsDNA apresentar uma extremidade 3' que possa realizar pareamento de bases com o círculo {fita vermelha ). A assimilação da 
fita não pode ocorrer por intermédio de um segmento não complementar (fitas púrpura e cor de laranja). 
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HGIRÂ 30.73 Um modelo hipotético para a reação de troca de fitas mediada pela RecA. As moléculas de DNA homólogas são 
pareadas antes da troca de fitas em uma hélice de três fitas. A rotação do filamento de RecA, comandada por ATP, sobre seu eixo 
helicoidal faz o dúplex de DNA ser “enrolado” no filamento da direita para a esquerda, como indicado no desenho. (De acordo 
com West, S.C., Annu. Rev. Biochem. 61, 617 [1992].) 


processos de troca de fitas devem ocorrer simultaneamente 
em uma junção de Holliday (Figs. 30-67 e 30-69). 

As estruturas acima sugerem que a fidelidade da recom- 
binação homóloga surge a partir da conformação semelhante 
ao B-DNA que RecA impõe sobre a, de outra forma flexí- 
vel, fita de ssDNA a ela ligada, que poderia excluir parea- 
mentos de base não Watson-Crick. A troca de fitas, obvia- 
mente, necessita a separação das duas fitas do dsDNA que 
chega para permitir que uma de suas fitas seja amostrada por 
pareamento de bases com o substrato ssDNA. As estruturas 
acima sugerem que isso sej a facilitado pela ruptura do empi- 
lhamento de bases entre as trincas de pares de base no com- 
plexo RecA-DNA. Entretanto, a estrutura da trinca de DNA 
helicoidal intermediária na reação de troca de fitas é, ainda, 
desconhecida. 

c. Eucariotos possuem proteínas semelhantes à RecA 

A RAD51 (339 resíduos) de levedura funciona no reparo de- 
pendente de ATP e na recombinação do DNA de uma ma- 
neira muito semelhante à RecA de E. coli, com a qual ela tem 
30% de homologia. A reconstrução de imagens com base em 
ME da RAD51 em complexo com dsDNA é quase idêntica à 
da RecA em baixa resolução: ambos os complexos formam fi- 
lamentos helicoidais, nos quais o DNA tem uma ascensão de 
~ 5,1 À por par de base e de 18,6 pb por volta. Como homó- 
logos da RAD51 ocorrem em galinhas, camundongos e seres 
humanos, é bastante provável que esses filamentos medeiem 
universalmente o reparo e a recombinação de DNA. 

d. A RecBCD inicia a recombinação fazendo quebras de fita 
simples 

As quebras de fita simples as quais a RecA se Üga são produ- 
zidos pela proteína RecBCD , o produto heterotrimérico de 
330 kDa dos genes SOS recB, recC e recD. RecB é tanto uma 
helicase 3' — > 5' como uma nuclease, enquanto RecD é uma 
helicase 5' — > 3'. A formação de um sítio de ligação de RecA 
inicia com a RecBCD ligando-se a uma extremidade de um 
dsDNA e, depois, desenrolando-a por suas duas funções de 
helicases movidas por ATP (Fig. 30.74). À medida que isso 
acontece, RecB degrada nucleoliticamente as fitas simples 
desenroladas que ficaram para trás, com a fita da extremida- 
de 3' sendo clivada com uma frequência maior e, portanto, 
sendo quebrada em fragmentos menores do que a fita da ex- 
tremidade 5', No entanto, quando RecC encontra a sequên- 
cia GCTGGTGG a partir da sua extremidade 3' (a chamada 


sequência Chi, que ocorre aproximadamente a cada ~ 5 kb 
no genoma de E. coli), a enzima para e deixa de degradar a 
fita da extremidade 3', mas aumenta a frequência de cliva- 
gem da fita da extremidade 5'. RecBCD então, auxilia a colo- 
cação de RecA sobre a fita simples com uma extremidade 3' 
antes de se desassociar do DNA. 

Dale Wigley determinou a estrutura por raios X de 
RecBCD de E. coli em complexo com um DNA de 51 nucleo- 
tídeos (nt) que poderia formar uma alça em grampo contendo 
uma haste de dsDNA de até 21 pb (Fig. 30.75). A estrutu- 
ra mostra que RecB (1180 resíduos) e RecC (1122 resíduos) 
estão intimamente entrelaçadas, com o domínio nucleásico 



FIGURA 30.74 A geração de um segmento de DNA de fita 
simples terminado em 3' pela RecBCD para iniciar a recom- 
binação. (1) A RecBCD liga-se a uma extremidade livre de 
um dsDNA e, em um processo movido por ATP, avança ao 
longo da hélice, desenrolando o DNA e degradando as fitas 
simples resultantes atrás dela, com a fita terminada em 3' sendo 
clivada mais frequentemente do que a fita terminada em 5'. 

(2) Quando a RecBCD encontra uma sequência Chi orientada 
adequadamente, ela se Üga a ela e, assim, para de clivar a fita 
terminada em 3', mas aumenta a frequência com a qual ela cliva 
a fita terminada em 5'. Isso gera o segmento de fita terminado 
em 3' potencialmente invasivo, ao qual a RecA se liga. 


Bioquímica 1231 



FIGURA 30.75 Estrutura por raios X de RecBCD de E. coli 
em complexo com um DNA de 51 nt capaz de formar uma alça 
em forma de grampo de 21 nt. A proteína está representada na 
forma de fitas semitransparente com RecB em amarelo, RecC 
ciano e RecD magenta. Notar como o domínio de nuclease de 
RecB está ligado ao restante da subunidade por um polipeptídeo 
conector. O DNA está representado na forma de volume atômi- 
co, com C cinza, N azul, O vermelho e P cor de laranja. Uma alça 
de RecC, que está representada na forma de volume atômico em 
verde, está situada de forma a separar as duas fitas do dsDNA 
que está chegando com a fita terminando em 3' se ligando à heli- 
cace 3' — » 5' de RecB e a fita terminando em 5' passando através 
de RecC para se ligar à helicase 5' — > 3' de RecD. (Com base em 
uma estrutura por raios X de D ale Wigley, The London Research 
Institute, Herts, Reino Unido PDBid 3K70.) 

C-terminal de RecB conectado ao restante da subunidade 
por uma extensão polipeptídica conector a de 21 resíduos. Um 
segmento de dsDNA de 15 pb entra na proteína através de 
um túnel entre RecB e RecC. Lá ele encontra uma alça de 
RecC que parece separar as duas fitas, onde a fita simples de 
DNA com a extremidade 3' de 6 nt se ligando à RecB e a fita 
simples com a extremidade 5' de 10 nt se ligando à RecD (608 
resíduos; a alça de 5 nt que conecta as duas fitas do dsDNA 
no alto da Fig. 30.75 está desordenada). A estrutura explica 
as diferentes taxas de clivagem das duas fitas do DNA. A fita 
com a extremidade 3' emerge de um túnel através de RecC 
na vizinhança do domínio nucleásico de RecB, o qual está 
posicionado para clivá-la de forma processiva. A fita com a 
extremidade 5' compete com a fita com a extremidade 3' pelo 
sítio de nuclease, mas uma vez que a com a extremidade 5' 
está menos favoravelmente localizada, ela é clivada com uma 
frequência menor. Entretanto, depois que RecC se liga à se- 
quência Chi, a fita com a extremidade 3' não fica mais dispo- 
nível para clivagem, o que permite à nuclease clivar a fita com 
a extremidade 5' mais frequentemente. 

RecBCD pode apenas começar a desenrolar um DNA 
que tenha uma extremidade de fita dupla livre. Essas extre- 
midades não estão normalmente presentes em E. coli, que 


possui um genoma circular, mas tornam-se disponíveis du- 
rante processos de recombinação, como a transformação e 
a conjugação bacterianas e a transdução virai, e também em 
forquilhas de replicação colapsadas. 

e. A RuvABC faz a mediação da migração da ramificação e a 
resolução da junção de Holiiday 
A migração da ramificação da j unção de Holiiday gerada pela 
RecA (Fig. 30.67e, f) requer o rompimento e a restauração dos 
pares de bases à medida que elas trocam de parceiras, ao pas- 
sarem de um braço helicoidal de fita dupla para outro. Como 
para esse processo AG = 0, assumiu-se inicialmente que ele 
ocorreria de forma espontânea. Entretanto, tal processo po- 
deria se mover para frente e para trás aleatoriamente e, além 
disso, poderia ser bloqueado por até um único par de bases 
malpareadas. Em E. coli e na maior parte das outras bactérias, 
a migração da ramificação é um processo unidirecional dire- 
cionado por ATP que é mediado por duas proteínas, cuj as sín- 
teses são induzidas pela resposta SOS (Seção 30.5D): a RuvB 
(336 resíduos; Ruv para reparo de danos por UV), uma bomba 
acionada por ATP que impulsiona a migração da ramificação, 
mas que se liga apenas fracamente ao DNA; e a RuvA (203 re- 
síduos), que se liga tanto à junção de Holiiday como à RuvB, o 
que direciona a RuvB para o DNA. 

A estrutura por raios X da RuvA de Mycobacterium le- 
prae (o agente causador da lepra) em complexo com uma jun- 
ção de Holiiday sintética e imóvel (Fig. 30.76a), determinada 
por Morikawa, revela que a RuvA forma um homotetrâmero 
ao qual a junção de Holiiday se liga em sua conformação de X 
aberta (Fig. 30.76b). O tetrâmero da RuvA, que tem a aparên- 
cia de uma flor com quatro pétalas (ele possui a simetria C 4 em 
vez da simetria D 2 da grande maioria dos homotetrâmeros), é 
relativamente plano (80 X 80 X 45 Á), com uma face quadran- 
gular côncava e a outra convexa. A face côncava (a que está de 
frente para o leitor na Fig. 30.76b), que é carregada de forma 
altamente positiva e possui numerosos resíduos conservados 
espalhados por toda ela, possui quatro fendas simetricamen- 
te relacionadas que se ligam aos quatro braços da junção de 
Holiiday. A projeção ou “pino” centralmente localizada dessa 
face é formada pelas cadeias laterais de resíduos de Glu 55 e 
Asp 56 de cada subunidade e, portanto, as forças repulsivas 
entre elas e os grupos fosfato aniônicos da junção de Holiiday 
provavelmente facilitam a separação dos segmentos de ssD- 
NA e os guiam de uma dupla-hélice para a outra. 

A RuvB é um membro da família AAA + de ATPases 
(Seção 30.2Ca). A estrutura por raios X da RuvB de Thermus 
thermophilus, cristalizada na presença simultânea de ADP e 
de AMPPNP, determinada por Morikawa, releva duas molé- 
culas da RuvB com conformações um pouco diferentes: uma 
ligando-se ao ADP e a outra ligando-se ao AMPPNP. Cada 
molécula da RuvB consiste em três domínios arranj ados con- 
secutivamente em uma configuração semelhante a de uma 
meia-lua, com os nucleotídeos de adenina Ügando-se na in- 
terface entre seus domínios N-terminal e médio. Estudos de 
ME indicam que, na presença de dsDNA, a RuvB oligome- 
riza-se para formar um hexâmero (Fig. 30.77a), assim como 
acontece com a maioria dos membros da família AAA + , in- 
clusive o domínio D2 do NSF (Fig. 12.78). Um modelo hexa- 
mérico da RuvB (Fig. 30.77b), construído a partir da sobre- 
posição do domínio N-terminal do monômero da RuvB com 
os domínios de ATPase do hexâmero do NSF-D2, apresenta 
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FKIURA 30.76 Estrutura por raios X de um tetrâmero da RuvÂ em complexo com uma junção de Holliday. (a) Uma representa- 
ção esquemática da junção de Holliday sintética e imóvel dessa estrutura, mostrando sua sequência de bases. Os dois pares de bases 
A • T que são rompidos na permuta ( crossover ) (e que, caso a junção de Holliday consista em dois dsDNAs homólogos, como nor- 
malmente ocorre, irão trocar de parceiros de pareamento de bases) estão em magenta. (b) O complexo da RuvA -junção de Holliday 
como visualizado ao longo do eixo quádruplo do tetrâmero da proteína. A proteína está representada pela sua superfície molecular 
(cinza) e o DNA está representado na forma de bastões e colorido de acordo com o tipo de átomo (C em branco, O em vermelho e P 
em amarelo). (Cortesia de Kosuke Morikawa, Biomolecular Engineering Research Institute, Osaka, Japão. PDBid 1C7Y.) 


boa concordância com as imagens com base na ME e não 
contém colisões estéricas sérias. Esse modelo hexamérico de 
130 À de diâmetro contém um orifício de 30 Â de diâmetro, 
através do qual um único dsDNA pode ser facilmente intro- 



(a) 


duzido (ver a seguir). Além disso, os seis grampos p, um por 
monômero, que foram implicados na ligação à RuvA, estão 
localizados na face superior do hexâmero (como representa- 
da na Fig. 30.756). 



(b) 


FIGURA 30.77 Estrutura proposta do hexâmero da RuvB de T. thermophilus. (a) Uma reconstrução de imagem com base em 
ME da RuvB em complexo com um DNA de 30 pb (não visível), como visualizada ao longo de seu eixo sêxtuplo. A resolução da 
imagem é de 30 À. (b) Um modelo do hexâmero da RuvB que foi construído a partir da estrutura por raios X de monômeros da 
RuvB pela sobreposição de seus domínios N-terminais sobre os domínios de ATPase homólogos do homo-hexâmero da NSF-D2 
(Fig. 12.78). Os domínios N-terminal, médio e C- terminal estão em azul, amarelo e verde, respectivamente, e o ADPNP ligado a 
cada monômero está representado na forma de bastões em vermelho. (Cortesia de Kosuke Morikawa, Biomolecular Engineering 
Research Institute, Osaka, Japão. PDBid 1HQC.) 
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As imagens de ME do complexo junção de Holliday- 
RuvAB indicam que a RuvA liga-se a dois hexâmeros da 
RuvB opostos um ao outro. Isso levou ao modelo de intera- 
ção para essas proteínas apresentado na Fig. 30.78, no qual a 
RuvA liga-se à junção de Holliday e auxilia na incorporação 
dos dois anéis hexaméricos da RuvB em dois braços opostos 
da junção. Postula-se que cada um dos dois anéis hexaméri- 
cos giraria no sentido anti-horário na direção do centro da 
junção. Isso impulsionaria as fitas de DNA horizontais atra- 
vés do centro da junção, por um movimento de parafuso, 
forçando-as a ingressarem nas hélices duplas superior e in- 
ferior, o que levaria à migração da ramificação (embora, em 
vez de realmente girar em relação à RuvA, um hexâmero 
da RuvB deve puxar o dsDNA através do seu orifício cen- 
tral, “caminhando” ao longo de suas cavidades, de maneira 
semelhante àquela postulada para as helicases hexagonais; 
Seção 30.2Ca). A direção da migração da ramificação de- 
pende de em que par de braços os hexâmeros da RuvB são 
posicionados. 

O estágio final da recombinação homóloga é a resolu- 
ção da junção de Holliday em seus dois dsDNAs homólo- 
gos. Esse processo é realizado pela RuvC, uma exonuclease 
homodimérica de subunidades com 173 resíduos, cujos sítios 
ativos estão localizados a ~ 30 Á de distância, na mesma face 
da proteína. Isso sugere que a RuvC posiciona-se sobre a 
face aberta do complexo RuvAB-j unção de Holliday, aquela 
voltada para o leitor na Fig. 30.78, para clivar as fitas locali- 
zadas de maneira oposta na junção de Holliday. As quebras 



FIGURA 30.78 Modelo do complexo RuvAB-junção de 
Holliday. O modelo está fundamentado em micrografias ele- 
trônicas, como aquela mostrada no topo, à esquerda. As proteí- 
nas estão representadas por seus diagramas de superfície, com 
o tetrâmero da RuvA, como visualizado na sua estrutura por 
raios X, em verde e os dois hexâmeros da RuvB, orientados de 
maneira oposta, em branco. O DNA da junção de Holliday está 
representado na forma de volume atômico, com as fitas homó- 
logas em azul e cor-de-rosa complementares às fitas azul-claro 
e vermelha. Postula-se que o complexo acione uma migração da 
ramificação pela contra- rotação movida por ATP dos hexâme- 
ros da RuvB em relação ao tetrâmero da RuvA. Isso empurra 
(por torção) os dsDNAs horizontais através dos hexâmeros da 
RuvB, para o centro da junção de Holliday, onde as fitas dos 
dsDNAs se separam e, depois, estabelecem pareamento de 
bases com as fitas homólogas, formando novos dsDNAs que 
são empurrados verticalmente. (Cortesia de Peter Artymiuk, 
University of Sheffield, Reino Unido.) 


de fita simples resultantes nos dsDNAs agora separadas são 
seladas pela DNA-ligase. 

A estrutura por raios X de RuvC em complexo com DNA 
não foi ainda determinada, embora estudos de construção 
de modelos sugerem que ela se Ügue na j unção de Holliday 
do DNA na sua conformação em X empilhada. Entretanto, 
Dietrich Suck determinou a estrutura por raios X da endonu- 
clease VII do bacteriógafo T4 em complexo com uma j unção 
de Holliday na conformação em X empilhada (Fig. 30.79). 
RuvC e a endonuclease VII de T4 de 157 resíduos não exibem 
similaridade estrutural, mas ambas são homodímeros de su- 
bunidades relativamente pequenas que apresentam funções 



FIGURA 30.79 Estrutura por raios X da endonuclease VII do 
bacteriófago T4 resolvendo uma junção de Holliday como vi- 
sualizada ao longo de seu eixo pseudoduplo. O DNA da junção 
de Holliday está representado na forma de escada com cada 
uma de suas quatro diferentes fitas de 24 nt coloridas de forma 
diferente. A proteína, um homodímero de subunidades de 157 
resíduos, está representada na forma de fitas embutida em sua 
superfície molecular semitransparente, com uma subunidade 
vermelha e a outra azul. As setas indicam os sítios de clivagem 
do DNA simetricamente localizados. Compare o DNA dessa 
estrutura àquele da Fig. 30.68f>. (Com base em uma estrutura 
por raios X de Dietrich Suck, European Molecular Biology La- 
boratory, Heidelberg, Alemanha. PDBid 2QNC.) 
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semelhantes: a resolução de junções de Holliday dentro de 
dois dúplices de DNA através da introdução de quebras si- 
metricamente realizadas nas fitas equivalentes (Fig. 30.67;). 

O modelo precedente do resolvossomo RuvABC forne- 
ce um mecanismo satisfatório para a migração da ramifica- 
ção e a resolução da junção de Holliday. Entretanto, há uma 
questão ainda controversa. A estrutura por raios X de um 
complexo RuvA-j unção de Holliday de M. leprae cristaliza- 
do sob condições diferentes daquele na Fig. 30.76, determi- 
nada por Laurence Pearl, assemelha-se ao complexo da Fig. 
30.76b, mas com um segundo tetrâmero da RuvA em conta- 
to face- a-face com o lado côncavo (de ligação ao DNA) do 
primeiro. Portanto, a junção de Holliday estaria contida em 
dois túneis que se cruzam em seus caminhos pelo octâmero 
de RuvA resultante. As duas estruturas de RuvA-j unção de 
Holliday são de relevância biológica ou uma delas seria um 
artefato da cristalização? Pearl argumenta que seria impro- 
vável que os extensivos contatos complementares entre os 
dois tetrâmeros da RuvA, que são extremamente conserva- 
dos, fossem artificiais e que também é improvável que um 
único tetrâmero da RuvA resista ao movimento de torção 
exercido pelos dois (de fato) hexâmeros de RuvB girando em 
sentidos opostos. Entretanto, se o octâmero da RuvA é bio- 
logicamente relevante, um de seus tetrâmeros teria que, em 
algum momento, dissociar- se a fim de permitir o acesso da 
RuvC à junção de Holliday. Estudos de modelagem indicam, 
ainda, que o dímero da RuvC não pode contactar de forma 
apropriada o tetrâmero de RuvB ligado à junção de Holliday 
sem que ele mude de sua conformação em X aberta para a 
sua conformação em X empilhada. Investigações adicionais 
são necessárias para resolver essas inconsistências. 

f. O reparo por recombinação reconstitui forquilhas de 
replicação danificadas 

A transformação, a transdução e a conjugação são eventos tão 
raros que a grande maioria das células bacterianas nunca par- 
ticipa de um desses processos. De forma semelhante, o único 
momento no ciclo de vida de um metazoário no qual ocorre a 
mistura de genes por meio da recombinação homóloga é na 
meiose (Seção 1.4A). Porque, então, praticamente todas as cé- 
lulas possuem sistemas elaborados para promoção de recombi- 
nação homóloga? Isso ocorre porque forquilhas de replicação 
danificadas ocorrem com uma frequência de pelo menos uma 
vez a cada geração celular bacteriana e, talvez, de 10 vezes a 
cada ciclo celular eucariótico. As lesões do DNA que danifi- 
cam forquilhas de replicação podem ser contornadas pela re- 
combinação homóloga, em um processo denominado reparo 
por recombinação (a síntese translesão, que é altamente mu- 
tagênica, é um processo utilizado como último recurso [Seção 
30.5Db]). De fato, as taxas de síntese da RuvA e da RuvB são 
bastante aumentadas pela resposta SOS. Assim, como desta- 
cado por Michael Cox, a principal Junção da recombinação 
homóloga é o reparo de forquilhas de replicação danificadas. 
Na seção seguinte, descreve-se o reparo por recombinação da 
maneira como ela ocorre em E. coli. 

O reparo por recombinação é acionado quando uma for- 
quilha de replicação encontra uma lesão de fita simples não 
reparada (Fig. 30.80): 

1 . A replicação do DNA é interrompida na lesão, mas con- 
tinua na fita oposta não danificada durante algum tempo, an- 
tes do replissomo colapsar totalmente (Seção 30.5Db). 


2. A forquilha de replicação regressa para formar um tipo 
de junção de Holliday chamada de “pata de galinha”. Esse 
processo pode ocorrer de forma espontânea, em consequên- 
cia do superenrolamento positivo acumulado à frente da 
forquilha de replicação, ele pode ser mediado pela RecA ou 
pode ser promovido pela RecG, uma helicase movida por 
ATP que catalisa a migração da ramificação nas j unções de 
DNA com três ou quatro ramificações. 

3. A lacuna de fita simples na forquilha de replicação co- 
lapsada, agora uma projeção de fita simples, é preenchida 
pela Poi I. 

4. A migração de ramificação inversa, mediada pela RuvAB 
ou pela RecG, gera uma forquilha de replicação reconstituí- 
da, que sustenta a retomada da replicação (ver a seguir). 







FIGURA 30.80 O reparo por recombinação de uma forquilha 
de replicação que encontrou uma lesão de fita simples. Linhas 
mais grossas indicam o DNA parental, linhas mais finas indicam o 
DNA recém sintetizado, as linhas em dano indicam o DNA que 
foi sintetizado pela Pol I e as setas apontam a direção 5' — > 3'. (De 
acordo com Cox, M. M., Annu. Rev. Genet. 35, 53 [20011.) 
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Note que esse processo não repara realmente a lesão de fita 
simples que causou o problema, mas, em vez disso, recons- 
trói a forquilha de replicação de uma maneira que permite 
que os sistemas de reparo discutidos anteriormente (Seção 
30.5) acabem por eliminar a lesão. 

Uma segunda situação que requer o reparo por recombi- 
nação é o encontro de uma forquilha de replicação com uma 
quebra de fita simples não reparada (Fig. 30.81): 

1. Quando uma quebra de fita simples é encontrada, a for- 
quilha de replicação colapsa. 

2. O processo de reparo inicia pela RecBCD, juntamente 
com a invasão, mediada pela RecA, do dsDNA homólogo pela 



Quebra no DNA 



RecBCD + RecA 


2 Invasão de fitas 



RuvAB 


3 Migração da ramificação 



FIGURA 30.81 O reparo por recombinação de uma forquilha 
de replicação que encontrou uma quebra de fita simples. Linhas 
mais grossas indicam o DNA parental, linhas mais finas indicam 
o DNA recém-sintetizado e as setas apontam a direção 5' — > 3'. 
(De acordo com Cox, M.M., Annu. Rev. Genet. 35, 53 [2001].) 


fita recém-sintetizada e pela fita com a extremidade 3' não da- 
nificada, iniciando pela extremidade quebrada do dsDNA. 

3. Uma migração da ramificação, como a mediada pela 
RuvAB, gera então uma junção de Holliday, que troca as fi- 
tas de extremidades 3' da forquilha de replicação. 

4» A RuvC resolve então a junção de Holliday, criando 
uma forquilha de replicação reconstituída, pronta para reini- 
ciar a replicação. 

Assim, a fita de extremidade 5' da quebra torna-se, na reali- 
dade, a extremidade 5' de um fragmento de Okazaki. 

A etapa final no processo de reparo por recombinação 
é a retomada da replicação do DNA. Esse processo é inevi- 
tavelmente distinto daquele da iniciação da replicação que 
ocorre em oriC (Seção 30.3Ca). O reinicio da replicação in- 
dependente da origem é mediado pelo mesmo primossomo 
de sete proteínas que inicia a replicação da fita menos do 
bacteriófago t[)X174 (Tabela 30.4), que foi, por isso, denomi- 
nado primossomo de reinicio. 

g. O reparo por recombinação reconstitui quebras de fitas 
duplas 

Foi visto que as DSBs no DNA podem ser religadas, muitas 
vezes de forma mutagênica, pela NHEJ (Seção 30.5E). As 
DSBs também podem ser reparadas de uma maneira não 
mutagênica, por um processo de reparo por recombinação 


RAD51 


1 Formação de duas 
junções de Holliday 




2 Síntese e ligação de DNA 




3 Resolução da 
junção de Holliday 


FIGURA 30.82 O reparo de uma quebra de fita dupla no 
DNA pela união das extremidades homólogas. Linhas mais 
grossas indicam o DNA parental, linhas mais finas indicam o 
DNA recém-sintetizado e as setas apontam a direção 5' — »■ 3'. 
(De acordo com Haber, J.E., Trends Genet. 16, 259 [2000].) 
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TABELA 30.6 Propriedades de alguns elementos de inserção 

Repetição terminal Repetição direta Número de cópias no 


Elemento de inserção 

Extensão(pb) 

invertida (pb) 

no alvo (pb) 

cromossomo de E. coli 

IS1 

768 

23 

9 

5-8 

IS2 

1.327 

41 

5 

5 

IS4 

1.428 

18 

11-13 

5 

IS5 1.195 

Fonte: Principalmente Lewin, B., Genes IX , p. 

16 4 

524, Oxford University Press (2008). 

1-2 


conhecido como união das extremidades homólogas, o qual 
ocorre por meio de duas junções de Holliday (Fig. 30.82): 

1. As extremidades de fita dupla das DSBs são parcial- 
mente degradadas de modo a produzirem extremidades 
de fitas simples. Uma das fitas com extremidade 3' invade 
a sequência correspondente de um cromossomo homólogo 
para formar uma j unção de Holliday, um processo que, em 
eucariotos, é mediado pela RAD51, uma proteína homólo- 
ga à RecA. A outra fita com extremidade 3' pareia com o 
segmento de fita deslocado no cromossomo homólogo para 
formar uma segunda junção de Holliday. 

2. Síntese de DNA e ligação preenchem as lacunas e selam 
as junções. 

3. Ambas as junções de Holliday são resolvidas para gera- 
rem duas fitas duplas intactas. 

Assim, as sequências que poderiam ter sido perdidas na for- 
mação da D SB são copiadas a partir do cromossomo homólo- 
go. Obviamente, uma limitação para a união de extremidades 
homólogas, particularmente em células haploides, é a possível 
indisponibilidade de um segmento cromossômico homólogo. 

A importância do reparo por recombinação em seres 
humanos é demonstrada pela observação de que defeitos 
nas proteínas BRCA1 (1.863 resíduos) e BRCA2 (3.418 resí- 
duos), que interagem com a RAD51, estão associados a uma 
maior incidência de cânceres de mama, ovário, próstata e 
pâncreas. De fato, indivíduos com genes BRCA1 ou BRCA2 
mutados possuem um risco de até 80% de virem a desenvol- 
ver um câncer durante suas vidas. A recombinação também 
pode funcionar para alongar telômeros encurtados sem a ne- 
cessidade da telomerase. 

B. Transposição e recombinação sítio-específica 

No início da década de 1950, Barbara McClintock, com base 
em análises genéticas, relatou que o padrão de pigmentação 
variegado dos grãos de milho (milho indiano) resultava da 
ação de elementos genéticos capazes de moverem-se dentro 
do genoma da planta. Essa proposta foi ostensivamente ig- 
norada, porque era contrária à então sustentada ortodoxia 
genética de que os cromossomos consistiam em genes ligados 
em uma ordenação fixa. Mais 20 anos se passaram antes que 
evidências de elementos genéticos móveis fossem encontra- 
das em um outro organismo, no caso, em E. coli. 

Sabe-se, agora, que os elementos transponíveis ou trans- 
posons são comuns tanto em procariotos como em eucariotos, 
nos quais eles influenciam a variação da expressão fenotípica, 
a curto prazo, e o desenvolvimento evolutivo, a longo prazo. 
Cada transposon codifica as enzimas que vão inseri-lo especi- 
ficamente no DNA receptor. Esse processo foi descrito como 


recombinação ilegítima, porque não necessita de homologia 
entre os DNAs doador e receptor. Como o sítio de inserção é 
escolhido basicamente ao acaso, a transposição é um proces- 
so potencialmente perigoso; a inserção de um transposon em 
um gene essencial irá causar a morte da célula, juntamente 
com a de seus transposons residentes. Por isso, a transposi- 
ção é rigidamente regulada; ela ocorre em uma frequência de 
apenas 10 _í a 10 7 eventos por elemento por geração. As con- 
dições que desencadeiam a transposição são, em sua maior 
parte, desconhecidas. 

a. Transposons procariõticos 

Já foram caracterizados transposons procarióticos com três 
níveis de complexidade: 

1. Os transposons mais simples, que foram os primeiros a 
serem caracterizados, são denominados sequências de inser- 
ção ou elementos IS. Eles são designados por “IS” seguido por 
um número de identificação. Os elementos IS são constituin- 
tes normais de cromossomos bacterianos e plasmídeos. Por 
exemplo, uma linhagem comum de E. coli possui oito cópias 
de IS1 e cinco cópias de IS2. Os elementos IS geralmente con- 
sistem em < 2.000 pb. Eles incluem um gene de uma transpo- 
sase e, em alguns casos, um gene regulador flanqueado por 
repetições terminais curtas e invertidas (possuem orientações 
opostas) (Fig. 30.83 e Tabela 30.6). As repetições invertidas 
são essenciais para a transposição; alterações genéticas nessas 
repetições invariavelmente impedem esse processo. Um ele- 
mento IS inserido é flanqueado por um segmento diretamente 
repetido (com a mesma orientação) do DNA hospedeiro (Fig. 
30.83). Isso sugere que um elemento IS é inserido no DNA 
hospedeiro através de um corte desalinhado ( staggered cut) na 
fita dupla, que, depois, é preenchido (Fig. 30.84). A extensão 
dessa sequência-alvo (mais comumente de 5 a 9 pb), mas não 
a sua sequência, é característica do elemento IS. 

2. Transposons mais complexos contêm genes que não estão 
envolvidos no processo de transposição, como, por exemplo, 
genes de resistência a antibióticos. Esses transposons são de- 
signados por “Tn” seguido por um número de identificação. 
O Tn3 (Fig. 30.85), por exemplo, consiste em 4.957 pb e pos- 


A B C D 

12 3 4 5 ■ ■ ■ • 

• • ■ • 5'4'3'2'1' 

A B C D 

A'B'C'D' 

1'2'3'4'5' • ■ • ■ 

■ ■ • • 5 4 3 2 1 

A'B'C'D' 


Sequêneia- 

-alvo 


Elemento IS 


Sequência 

alvo 


FIGURA 30.83 Estrutura de elementos IS. Esses e outros 
transposons possuem repetições terminais invertidas ( números ) 
e estão flanqueados por repetições diretas das sequências-alvo 
do DNA hospedeiro (letras). 
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FIGURA 30.84 Um modelo para a geração de repetições dire 
tas da sequênda-alvo por inserção de transposon. 
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FIGURA 30.85 Um mapa do transposon Tn3. 
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FIGURA 30.86 Um transposon composto. Esse elemento 
consiste em dois módulos tipo IS idênticos ou quase idênticos 
(em verde ) flanqueando uma região central que contém vários 
genes. Os módulos tipo IS podem ter orientações relativas tan- 
to diretas (a) como invertidas (b). 


sui repetições terminais invertidas com 38 pb cada uma. A 
região central do Tn3 codifica três proteínas: (1) uma trans- 
posase de 1.015 resíduos, denominada TnpA; (2) uma pro- 
teína de 185 resíduos conhecida como TnpR, que faz a me- 
dição da reação de recombinação sítio -específica, necessária 
para completar o processo de transposição (ver a seguir) e 
também funciona como um repressor da expressão tanto 
de tnpA como de tnpR; e (3) uma p-lactamase, que inativa 
ampicilina (Seção 11.3Bb). A recombinação sítio-específica 
ocorre em uma região rica em AT, conhecida como sítio de 
resolução interno, que está localizada entre tnpA e tnpR. 

3. Os chamados transposons compostos (Fig. 30.86) con- 
sistem em uma região central que contém genes, flanquea- 
da por dois módulos semelhantes a IS (IS-like) idênticos ou 
quase idênticos, que podem estar tanto na mesma orienta- 
ção, como terem orientações relativas invertidas. Parece, 
portanto, que os transposons compostos surgiram a partir da 
associação de dois elementos IS originalmente independen- 
tes. Como os próprios módulos semelhantes a IS são flan- 
queados por repetições invertidas, as extremidades dos dois 
tipos de transposons compostos também devem ser repeti- 
ções invertidas. Foi demonstrado de forma experimental que 
transposons compostos podem transpor qualquer sequência 
de DNA que estej a na sua região central. 

Existem dois modos de transposição: (1) a direta ou trans- 
posição simples, na qual o transposon, como o seu próprio 
nome implica, move-se fisicamente de um sítio no DNA para 
outro; e (2) a transposição replicativa, na qual o transposon 
permanece em seu sítio original e uma cópia dele é inserida 
em um sítio-alvo. Os dois modos, como será visto, possuem 
características mecânicas semelhantes, e, de fato, alguns 
transposons podem se mover de ambas as formas. 

b A transposição direta do Tn5 ocorre por um mecanismo de 
corte e colagem 

O Tn5 é um transposon composto de 5,8 kb, que contém o 
gene que codifica a transposase Tn5, de 476 resíduos, jun- 
t amente com três genes de resistência a antibióticos. Ele é 
flanqueado por módulos semelhantes a IS invertidos, que 
terminam em sequências de 19 pb chamadas de sequências 
finais extremas (OE, de outside end). Tn5 executa a trans- 
posição direta por um mecanismo de corte e colagem ( cut - 
- and-paste ) , que foi em grande parte elucidado por William 
Reznikoff (Fig. 30.87): 

L A cada uma das duas sequências OE do Tn5 no DNA 
doador liga-se um monômero da transposase Tn5. 

2. A transposase dimeriza para formar um complexo sináp- 
tico cataliticamente ativo, no qual o transposon é mantido 
entre as duas subunidades da transposase. 

3. Cada subunidade da transposase ativa uma molécula de 
água para atacar de forma nucleofílica o núcleo tídeo mais 
externo da sequência OE ao qual está ligada, gerando um 
grupo 3'-OH livre. Esse grupo 3'-OH é, então, ativado para 
atacar a fita oposta do DNA, o que forma uma estrutura de 
grampo e, assim, remove o transposon do DNA. O grampo é, 
depois, hidrolisado para criar um dsDNA com uma extremi- 
dade cega em cada extremidade do transposon, completan- 
do, assim, a etapa de “corte” do mecanismo de transposição. 

4 O complexo sináptico liga-se ao DNA-alvo. 
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FIGURA 30.87 O mecanismo de transposição de corte e co- 
lagem catalisado pela transposase Tn5. As reações que consti- 
tuem as Etapas 3 e 5 estão indicadas nas chaves ao lado direito 
dessas etapas. (De acordo com Davies, D.R., Goryshin, I.Y., 
Reznikoff, W.S., e Rayment, I., Science 289, 77 [2000].) 


5. Os grupos 3'-OH do transposon atacam de forma nu- 
cleofílica o DNA-alvo em fitas opostas, em sítios espaçados 
por 9 pb, instalando, dessa forma, o transposon no sítio-alvo. 
Notavelmente, essa reação e as três reações líticas precedentes 
são todas elas mediadas pelo mesmo sítio catalítico. O repa- 
ro das lacunas de fita simples localizadas em posições opostas 
(Fig. 30.84) completa a etapa de “colagem” do mecanismo. 

Embora, estritamente falando, a quebra de fita dupla no 
DNA doador que é deixada pela excisão do transposon não 
faça parte do processo de transposição, ele deve ser repa- 
rado, caso esse DNA deva ser propagado (em bactérias, o 
DNA doador é frequentemente um plasmídeo, de forma que 
a sua perda tem pouco efeito na célula, uma vez que os plas- 
mídeos em geral estão presentes em múltiplas cópias). 

A estrutura por raios X de um complexo sináptico do 
Tn5 (Fig. 30.88), determinada por Reznikoff e Ivan Rayment, 
fornece um modelo do complexo sináptico no estágio seguin- 
te ao de sua clivagem do DNA doador (o produto da Etapa 
3 na Fig. 30.87). Esse complexo simétrico duplo consiste em 



FIGURA 30.88 Estrutura por raios X da transposase Tn5 em 
complexo com um DNA de 20 pb contendo a sequência OE. O 

complexo, que representa o produto da Etapa 3 na Fig. 30.87, é 
visualizado ao longo de seu eixo duplo, com uma de suas duas 
subunidades idênticas colorida na ordem das cores do arco-íris 
a partir da extremidade N-terminal (azul) para a extremidade 
C-terminal ( vermelho ) e a outra subunidade em cor-de-rosa. O 
DNA está representado na forma de bastão com C verde, N azul, 
O vermelho e P cor de laranja e com átomos de P sucessivos do 
mesmo polinucleotídeo conectados por bastões laranjas. Os íons 
de Mn 1 ligados, os quais marcam o sítio ativo da enzima, estão 
representados por esferas púrpuras. Os grupos 3'-OH reativos do 
DNA estão localizados nesses sítios ativos. (Com base em uma 
estrutura por raios X de William Reznikoff e Ivan Rayment, Uni- 
versity of Wisconsin, EUA. PDBid 1MUS.) 

um dímero de subunidades da transposase Tn5 ligada a dois 
segmentos de DNA de 20 pb, que contêm a sequência OE 
de 19 pb do transposon Tn5, com a extremidade externa de 
cada sequência OE ligada à proteína (e cuj as extremidades 
opostas estariam, in vivo, conectadas pela alça formada pelo 
transposon; Fig. 30.87). Ambas as subunidades da transposa- 
se participam extensivamente na ligação a cada segmento de 
DNA, o que explica por que as subunidades individuais não 
podem clivar os segmentos de DNA aos quais se ligam an- 
tes de formarem o complexo sináptico. A proteína mantém o 
DNA em uma conformação de B-DNA distorcida, com seus 
dois pares de nucleotídeos finais não mais pareados. De fato, 
a penúltima base da fita não transferida é deslocada (flipped 
out ) da dupla-hélice e liga-se a um bolsão hidrofóbico. O gru- 
po 3'-OH livre da fita transferida, que ocupa o sítio ativo, 
liga-se na vizinhança de um agrupamento de três resíduos 
acídicos essenciais para a catálise, o chamado motivo DDE, 
que é compartilhado com outras transposases. Na estrutura 
por raios X, o motivo DDE liga-se a dois íons de Mg 2 , em- 
bora, fisiologicamente, sej a provável que ele se ligue a dois 
desses íons. Isso sugere que a transposase emprega um me- 
canismo catalítico ativado por metal, semelhante àquele das 
DNA-polimerases (Seção 30.2AÍ). A superfície da proteína 
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voltada para a frente na Fig. 30.88 é positivamente carregada 
e apresenta uma cavidade proeminente estendendo-se da sua 
porção superior esquerda até a sua porção inferior direita, 
que forma o evidente sítio de ligação do DNA-alvo. 

A transposase Tn5 de tipo selvagem possui uma ativi- 
dade catalítica tão baixa que ela não é detectável in vitro. 
Porém, aquela na estrutura por raios X é uma forma mutan- 
te hiperativa, que contém as mutações E54K e L372P (uma 
circunstância incomum, pois é muito mais comum inibir-se 
mutacionalmente sob estudo cristalográfico, de modo a cap- 
turá-la em algum estágio específico ao longo de sua rota de 
reação). O resíduo de Lys 54 liga-se por ligações de hidro- 
gênio ao 04 de uma base de timina na fita transferida. Na 
transposase de tipo selvagem, a Glu 54 teria, provavelmen- 
te, uma repulsão carga-carga desfavorável em relação a um 
grupo fosfato próximo, o que forneceria uma base estrutural 
para a atividade aumentada da mutante E54K. A mutação 
L372P desordena o segmento peptídico entre os resíduos 373 
e 391 (ele está ordenado na estrutura por raios X da transpo- 
sase de tipo selvagem sem os seus 55 resíduos N-terminais), 
sugerindo, portanto, que essa mutação facilita uma mudança 
conformacional necessária para a ligação ao substrato. 

c. Transposição replicativa ocorre via cointegrados 
Se um plasmídeo contendo um transposon similar ao Tn3 
for introduzido em uma célula bacteriana portadora de um 
plasmídeo que não o possui, em algumas células da progénie 
ambos os tipos de plasmídeos conterão o transposon (Fig. 

30.89) . Evidentemente, essa transposição envolve a repli- 
cação do transposon no plasmídeo receptor, em vez de sua 
transferência do doador para o recepto r. 

Dois plasmídeos, um deles contendo um transposon re- 
plicativo, ocasionalmente irão fusionar-se para formarem um 
cointegrado, que contém cópias do transposon com a mesma 
orientação em ambas as junções dos plasmídeos originais (Fig. 

30.90) . Parte da progénie de células portadoras do cointegra- 
do, contudo, não conterão esse cointegrado e apresentarão, 
em vez dele, os dois plasmídeos originais, cada um deles com 
uma cópia do transposon (Fig. 30.89). O cointegrado deve, 
portanto, ser um intermediário no processo de transposição. 

Embora o mecanismo da transposição replicativa não 
tenha sido totalmente elucidado, um modelo plausível para 
esse processo (e existem vários) , que explica as observações 
precedentes, consiste nas seguintes etapas (Fig. 30.91) : 

1. Um par de cortes de fita simples desalinhados (staggered 
cuts), como esquematizado na Fig. 30.84, é feito pela transposa- 
se codificada pelo transposon na sequência-alvo do plasmídeo 
receptor, de forma a liberar extremidades 3'-OH. De maneira 
semelhante, cortes de fita simples são feitos nas fitas opostas de 
ambos os lados do transposon. Note que essas reações lembram 
aquelas catalisadas pela transposase Tn5 (Fig. 30.87). 

2. Cada uma das extremidades livres do transposon é liga- 
da a uma projeção de fita simples do sítio de inserção. Isso 
forma uma forquilha de replicação em cada uma das extre- 
midades do mesmo. 

3. O transposon é replicado, produzindo, assim, um coin- 
tegrado. 

4. Por meio de uma recombinação sítio-específica entre 
os sítios de resolução internos dos dois transposons, o coin- 
tegrado é resolvido nos dois plasmídeos originais, cada um 
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FIGURA 30.89 Transposição replicativa. Esse tipo de trans- 
posição insere uma cópia do transposon no sítio-alvo, enquanto 
uma outra cópia permanece no sítio doador. 




FIGURA 30.90 Um cointegrado. Essa estrutura é formada 
pela fusão de dois plasmídeos, um deles contendo um transpo- 
son, de modo que ambas as junções do plasmídeo original são 
ocupadas por transposons com a mesma orientação (setas). 


deles contendo um transposon. Esse processo de entrecru- 
zamento ( crossing-over ) é catalisado por recombinases codi- 
ficadas pelo transposon (TnpR no Tn3; também conhecidas 
como resolvases), e não pela RecA; a transposição ocorre 
normalmente em células recA~ (embora a RecA possa resol- 
ver um cointegrado contendo um transposon com uma re- 
solvase mutante e/ou um sítio de resolução interno alterado, 
ainda que com uma frequência muito reduzida). 

Recombinases sítio-específicas se enquadram em apenas 
duas famílias de proteínas, as serina-recombinases e as tiro- 
sina-recombinases, as quais são assim denominadas devido 
ao resíduo de aminoácido que realiza uma ligação covalen- 
te transiente com o DNA durante a reação de recombinase. 
Como será visto, esses dois tipos de recombinases funcionam 
através de mecanismos diferentes. 

d. A resolvase y8 catalisa a recombinação sítío-específica 
A resolvase 78, uma serina-recombinase que forma um ho- 
modímero em solução, é uma homóloga da TnpR que é co- 
dificada pelo transposon 78 (um membro da família Tn3 de 
transposons replicativos; Fig. 30.85). Ela catalisa um even- 
to de recombinação sítio-específica, no qual um cointegra- 
do, contendo duas cópias do transposon yô, é resolvido, por 
meio de clivagem de dsDNA, troca de fitas e religação (a 
última etapa na Fig. 30.91), em dois círculos de dsDNA con- 
catenados (ligados), cada um deles contendo uma cópia do 
transposon 78 (ele também atua como seu próprio repressor 
transcricional, assim como o faz a TnpR). O transposon 78 
contém um sítio res de 1 14 pb que inclui três sítios de ligação 
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RSURA 30.91 Um modelo para a transposição envolvendo 
a intermediação de um cointegrado. Aqui, as barras com som- 
breamento mais claro representam DNA recém-sintetizado. (De 
acordo com Shapiro, J.A., Proc. Natl Acad. Sei. 76, 1934 [1979].) 


para dímeros da resolvase yò, cada um deles contendo uma 
repetição invertida da sequência de reconhecimento de 12 pb 
da enzima. A resolução do cointegrado envolve a ligação de 
um homodímero da resolvase 78 em cada um destes seis sí- 
tios de ligação do cointegrado (três de cada um de seus dois 


transposons) , como está esquematizado na Fig. 30.92. A rea- 
ção prossegue pela formação de uma ligação fosfo-Ser tran- 
sitória entre a Ser 10 e o fosfato 5' de cada sítio de clivagem. 

A estrutura por raios X do homotetrâmero da resolvase 
■yô em complexo com dois segmentos de DNA palindrômicos 
de 34 pb, contendo uma repetição invertida da sequência de 
reconhecimento de 12 pb separada por um espaçador de 4 pb 
(Fig. 30.93), determinada por Nigel Grindley e Steitz, reve- 
la que esse tetrâmero sináptico apresenta simetria D r Cada 
monômero de 183 resíduos da resolvase consiste em um do- 
mínio N-terminal catalítico (resíduos 1-120) e um domínio 
C-terminal de ligação a DNA (resíduos 148-183) conectados 
por um braço estendido (resíduos 121-147). Ambos dsDNAs, 
os quais estão localizados na periferia do núcleo da proteína, 
foram clivados, com cada uma das quatro extremidades 5' re- 
sultantes realizando uma ligação fosfo-Ser com a resolvase. 
Isso preserva a energia livre da ligação fosfodiéster clivada, 
de forma que ela poderá, mais tarde, ser restaurada com uma 
parceira diferente, de uma forma muito similar àquela que 
ocorre com as topoisomerases (Seção 29.3C). 

Cada domínio catalítico centralmente localizado aproxi- 
ma-se do seu DNA ligado pelo lado de sua fenda menor, com 
sua hélice C-terminal (hélice E) ligando-se à cavidade menor 
(o segmento da hélice E que faz contato com o DNA fica de- 
sordenado na ausência do DNA) . Cada domínio C-terminal 
se liga na cavidade maior de sua sequência de reconhecimen- 
to no lado oposto do DNA a partir de seu domínio catalítico 
anexado com o braço estendido que os conecta disposto mais 
ou menos ao longo da cavidade menor do DNA. Os dois do- 
mínios C-terminais das sub unidades da resolvase, marcados 
por L e R (e as subunidades simetricamente relacionadas L' 
e R') na Fig. 30.93 estão, por meio disso, separadas por duas 
voltas helicoidais ao longo do DNA clivado, cujos segmentos 
assumem uma conformação muito parecida à conformação 
do B-DNA. Cada hélice C-terminal se liga na cavidade maior 
do DNA e, juntamente com a sua hélice precedente, forma 
um motivo hélice -vo lta-hélice (HTH, de helix-turn-helix), 
um motivo de ligação a DNA sequência-específico comum 
que ocorre, principalmente, em repressores e atividores da 
transcrição procarióticos (Seção 31.3Da). 

A estrutura do dímero L-R se assemelha muito àquela 
na estrutura por raios X do dímero ligado ao sítio I não cli- 
vado (o dímero pré-sináptico). Isso e a curta (17 Â) distân- 
cia entre o grupo 3'-OH livre na subunidade L e a ligação 
fosfo-Ser na subunidade R, comparada a outras distâncias 
semelhantes no complexo (L-L' e L-R'), indica que os díme- 
ros L-R e L'-R' correspondem aos dímeros iniciais ligados ao 
sítio I logo após a clivagem ou pouco antes à religação (Fig. 
30.92), Consequentemente, a interface entre os dímeros L-R 
e L'-R' deve ser a interface sináptica recentemente formada. 

Como estão as fitas de DNA no complexo sináptico per- 
mutado, ou seja, como o DNA está ligado na subunidade L e 
também na subunidade L' ou na subunidade R' (e na R com 
a R' ou L')? Em ambos os casos, o grupo 3 '-OH livre de cada 
subunidade está a ~ 50 Á do grupo fosfo-Ser que iria sofrer 
o ataque nucleofílico na etapa de religação e o espaço entre 
eles é preenchido com proteína. Claramente, o complexo si- 
náptico deve sofrer uma mudança estrutural dramática para 
executar a etapa de religação. 
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FIGURA 30.92 Um modelo para a resolução de um cointegrado 
contendo dois transposons yô para formar dois círculos de dsDNA 
encadeados. (1) A resolvase yô liga-se na forma de seis homodímeros 
a seus sítios de ligação, I, II e III, em cada um dos dois sítios res do 
cointegrado (os círculos amarelos e verdes representam os monômeros 
da resolvase yô inicialmente ligados aos sítios res vermelhos e azuis, 
respectivamente), os quais então se associam para formar tetrâmeros 
sinápticos. Apesar de não mostrado como tal, os tetrâmeros sinápticos 
ligados aos sítios I associam-se com os tetrâmeros sinápticos ligados 
aos sítios II e III para formarem, como observado ao microscópio 
eletrônico, um glóbulo compacto de estrutura desconhecida chamado 
de sinaptossomo. (2) O dsDNA dos sítios I sofre cortes de fita dupla 
desalinhados (por 2 pb), pela formação transitória de ligações de fosfo- 
-Ser entre o resíduo de Ser 10 e os fosfatos 5' nos sítios de clivagem. As 
fitas clivadas então trocam de lugar ( crossover ), em um processo que 
aparentemente requer a rotação de um dos pares de monômeros da 
resolvase em relação ao outro, e, depois, são ligadas. (3) A dissociação 
do sinaptossomo produz os círculos de dsDNA encadeados. (Cortesia 
de Gregory Mullen, University of Connecücut Health Center, EUA.) 
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A observação de que a interface entre os dímeros L-L' e 
R-R' é grandemente hidrofóbica e incomumente plana (Fig. 
30.93) fortemente sugere que a religação ocorre após uma 
rotação de 180° desses mesmos dímeros um em relação ao 
outro (sobre o eixo horizontal duplo na Fig. 30.93), trocan- 
do, assim, as posições das subunidades R e R' em relação às 
subunidades L e L'. A rotação é, presumivelmente, guiada 
pela tensão super-helicoidal do cointegrado negativamente 
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FIGURA 30.93 Estrutura por raios X de um tetrâmero sinóptico 
da resolvase 78 em complexo com dois dsDNAs contendo sítios 
I palindrômicos de 34 pb. O complexo com simetria D 2 é visuali- 
zado com um de seus dois eixos horizontais duplos (os outros eixos 
duplos estão no plano vertical marcado como “Interface Plana”). 

Os DNAs (verde claro e escuro e amarelo e cor de laranja) foram 
clivados em meio-sítios, marcados como L, R, L' e R’ devido ao ata- 
que nucleofóico da cadeia lateral do resíduo de Ser 10 (representa- 
do na forma de volume atômico com C azul e O vermelho) sobre 
o grupo fosfato 5' de A20 (representado na forma de bastão em 
verde). As subunidades do tetrâmero da resolvase, cujas hélices es- 
tão representadas na forma de tubo, estão coloridas de azul, verde, 
vermelho e cor-de-rosa. Os DNAs intactos se ligam, inidalmente 
aos dímeros L-R e L'-R', então chamados de dímeros do sítio L O 
dímero L-L' e o dímero simetricamente equivalente R-R' formam 
os então chamados dímeros antiparalelos, cujas hélices D e E se as- 
sociam como feixes de quatro hélices. Em adição, uma mutação Vai 
114 — » Cys • V114C) produz um ligação cruzada dissulfídrica entre 
as hélices E dos dímeros L-R e L'-R' através da então chamada 
interface plana (Cortesia de Thomas Steitz, Yale University, EUA. 
PDBid 1ZR4.) 
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supertorcido. Esse modelo é suportado pelos cálculos ener- 
géticos e pela observação de que a mutação do resíduo Vai 
1 14 da hélice E para Cys (uma mutação que estava presente 
na estrutura anterior), na qual, sob condições oxidantes, liga 
por pontes dissulfídricas as hélices E das subunidades L e R 
(e U e R'), criando um complexo que pode formar o interme- 
diário covalente da Fig. 30.93, mas não pode realizar a etapa 
de religação - presumivelmente porque as pontes dissulfídri- 
cas impedem a rotação descrita acima. Entretanto, a redução 
dessas pontes dissulfídricas restaura a atividade recombina- 
cional do complexo. Além disso, a mutação de Lys 136, um 
resíduo da hélice E localizado na interface plana, para Cys 
impede a religação do DNA clivado quando submetido a 
condições oxidantes, mesmo que ele necessite uma rotação 
de 75° da interface L-L7R-R' na estrutura na Fig. 30.93 para 
trazer as cadeias laterias de Cys 136 de subunidades opostas 
próximas o suficiente para formar uma ponte dissulfídrica. 
Obviamente, um entendimento detalhado do mecanismo da 
reação da resolvase *y8 necessitará do conhecimento de como 
todos os seis dímeros da resolvase yò que formam o sinaptos- 
somo participam na reação (Fig. 30.92). 

e. Transposons replicativos são responsáveis por grande 
parte da remodelação genética em procariotos 
Além de mediarem a própria inserção no DNA, os transpo- 
sons replicativos promovem inversões, deleções e rearranjos 
no DNA da célula hospedeira. As inversões podem ocorrer 
quando o DNA hospedeiro contém duas cópias de um trans- 
poson com orientações invertidas. A recombinação desses 
transposons inverte a região entre eles (Fig. 30.94a). Se, ao 
contrário, os dois transposons possuírem a mesma orienta- 
ção, a resolução dessa estrutura semelhante à de um cointe- 
grado deleta o segmento entre eles (Fig. 30.946; caso o seg- 
mento deletado não possua uma origem de replicação, ele 
não será propagado). A deleção de um segmento cromossô- 

fa) 


Transposons com orientações invertidas 



Pareamento de repetições invertidas 



Segmento invertido 


mico dessa maneira, seguida pela sua integração no cromos- 
somo em um sítio diferente por meio de um outro evento 
recombinacional, resulta em um rearranjo cromossômico. 

A transposição parece ser importante na evolução cro- 
mossômica e plasmidial. De fato, sugere-se que os transpo- 
sons são as “ferramentas” de engenharia genética da natu- 
reza. Por exemplo, a rápida evolução de plasmídeos que 
conferem resistência a vários antibióticos (Seção 5.5Ba), 
desde que esses antimicrobianos tornaram-se de uso co- 
mum, resultou da acumulação dos transposons de resis- 
tência a antibióticos correspondentes nesses plasmídeos. 
Rearranjos mediados por transposons podem também ter 
sido os responsáveis pela organização de genes original- 
mente distantes em óperons regulados de forma coorde- 
nada (Seção 5.4Aa), bem como pela formação de novas 
proteínas por meio da ligação de dois segmentos gênicos 
anteriormente independentes. Além disso, a ocorrência de 
transposons idênticos em bactérias não relacionadas indi- 
ca que a transferência de informação genética mediada por 
transposons entre organismos não está limitada a espécies 
aparentadas, ao contrário da transferência genética mediada 
pela recombinação homóloga. 

f. A variação de fase é mediada por recombinação 
sítio-específica 

A expressão fenotípica em bactérias pode ser regulada por 
recombinação sítio-específica. Por exemplo, determinadas 
linhagens de Salmonella typhimurium possuem duas versões 
antigenicamente distintas da proteína flagelina (o principal 
componente dos flagelos em forma de chicote com os quais 
as bactérias se impulsionam; Seção 35.31), que são designadas 
Hl e H2. Apenas uma dessas proteínas é expressa por cada 
célula em particular, mas em torno de uma vez a cada 1.000 
divisões celulares, em um processo conhecido como variação 
de fase, uma célula troca o tipo de flagelina que ela sintetiza. 
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FIGURA 30.94 Rearranjo cromossômico por meio de recombinação. (a) A inversão de um segmento de DNA entre dois trans- 
posons idênticos com orientações invertidas. (6) A deleção de um segmento de DNA entre dois transposons idênticos com a mes- 
ma orientação. Esse processo distribui um transposon para cada um dos dois segmentos de DNA resultantes. 
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(b) Fase 1 


esquematizada na Fig. 30.94a. De fato, a Hin é ~ 40% idênti- 
ca em sequência à resolvase -y8, o que sugere fortemente que 
essas proteínas possuem estruturas semelhantes. 

3. Dois sítios de 26 pb estreitamente relacionados, hixL e 
hixR, que limitam externamente o segmento e, portanto, con- 
têm seus sítios de clivagem. Cada um deles consiste em duas 
repetições invertidas imperfeitas de 12 pb, separadas por 2 nt. 

Na orientação da Fase 2 (Fig. 30.95a), o promotor orien- 
tado de forma adequada está imediatamente a montante de 
H2, de modo que esse gene e rhl são expressos coordenada- 
mente, o que reprime a síntese de Hl. Em bactérias de Fase 
1 (Fig. 30.956), entretanto, esse segmento está na orientação 
oposta. Como consequência, nem H2 e nem rhl , os quais não 
mais possuem um promotor, são expressos, de modo que a 
Hl é sintetizada. 
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FIGURA 30.95 O mecanismo de variação de fase em 
Salmonella. (a) Em bactérias de Fase 2, o promotor H2-rhl 
está orientado de modo que a flagelina H2 e o repressor são 
sintetizados. O repressor liga-se ao gene Hl, impedindo, as- 
sim, a sua expressão. (6) Em bactérias de Fase 1, o segmento 
que precede a unidade de transcrição H2-rhl foi invertido em 
relação à sua orientação em bactérias de Fase 2. Portanto, essa 
unidade de transcrição não pode ser expressa, porque lhe falta 
um promotor. Isso libera Hl da repressão e resulta na síntese 
de flagelina Hl. A inversão do segmento que precede a unida- 
de de transcrição H2-rhl é mediada pela proteína Hin, que é 
expressa em ambas as orientações pelo gene hin. 


Acredita-se que a variação de fase auxilie a Salmonella a fu- 
gir das defesas imunológicas de seus hospedeiros. 

Qual é o mecanismo da variação de fase? Os dois genes 
da flagelina se encontram em partes diferentes do cromosso- 
mo bacteriano. H2 está ligado ao gene rhl, que codifica um 
repressor da expressão de Hl (Fig. 30.95; rhl, H2 e Hl tam- 
bém são conhecidos como fljA, fljB efljC, respectivamente). 
Assim, quando a unidade de transcrição H2-rhl é expressa, a 
síntese da Hl é reprimida; caso contrário, a Hl é sintetizada. 
Melvin Simon demonstrou que a expressão da unidade H2- 
rhl é controlada pela orientação de um segmento de 995 pb 
que se encontra a montante de H2 (Fig. 30.95) e contém os 
seguintes elementos: 

1. Um promotor para a expressão de H2-rhl . 

2. O gene hin, que codifica a DNA-invertase Hin, de 190 
resíduos. Hin, uma serina-recombinase, faz a mediação da in- 
versão do segmento de DNA de uma maneira similar àquela 


g. A recombinação sítio-específica mediada peia Cre ocorre 
por meio de intermediários de 3'-FosfoTyr 
Os bacteriófagos, como visto anteriormente (Fig. 1.31), repli- 
cam-se no interior de suas células bacterianas hospedeiras, as 
quais, na maioria dos casos, são lisadas para liberar a progénie 
de fagos, em um ciclo de vida que é, por isso, conhecido como 
modo lítico. Contudo, determinados bacteriófagos podem as- 
sumir um ciclo de vida alternativo, não destrutivo, o modo li- 
sogênico, no qual eles integram seus DNAs, normalmente no 
cromossomo da célula hospedeira, por meio de recombinação 
sítio-específica. Assim, o DNA do fago é passivamente repli- 
cado juntamente com o DNA da célula hospedeira. Porém, 
caso a bactéria hospedeira encontre condições nas quais a sua 
sobrevivência seja improvável, o DNA do fago é removido 
do cromossomo bacteriano por uma reação de recombinação 
sítio -específica inversa e ele retoma o modo lítico, de forma a 
escapar do hospedeiro condenado. Serão discutidos os fatores 
genéticos que mantêm o equilíbrio entre os ciclos de vida lítico 
e lisogênico do bacteriófago X. na Seção 33.3. 

As enzimas que fazem a mediação das reações de recom- 
binação sítio-específicas mencionadas anteriormente são 
membros da família da integrase de X (X Int; ou, alternati- 
vamente, tirosina-recombinase), da qual > ~ 1000 membros 
são conhecidos, que ocorrem tanto em procariotos como em 
eucariotos. Dentre esses membros estão as proteínas XerC e 
XerD de E. coli, que, atuando de forma coordenada, funcio- 
nam para separar os dois produtos de dsDNA circular liga- 
dos da recombinação homóloga (Fig. 30.69g, à esquerda ), e 
também as topoisomerases do tipo 1B (Seção 29.3Cc). 

O membro melhor caracterizado estruturalmente da fa- 
mília da integrase de X é a recombinase Cre do bacteriófago 
PI de E. coli. Em seu estado lisogênico, o bacteriófago PI é 
um plasmídeo circular de cópia única (em vez de estar inse- 
rido no cromossomo hospedeiro, como ocorre com o bacte- 
riófago X), mas, na forma de fago (o modo lítico), o DNA de 
PI é um dsDNA linear, que possui um sítio loxP de 34 pb em 
cada uma de suas extremidades. A principal função da Cre, 
que é codificada pelo bacteriófago Pl, é mediar a recombi- 
nação sítio-específica entre esses dois sítios loxP, de forma a 
circularizar o DNA linear (Fig. 30.96). 

O sítio loxP é palindrômico, exceto pela sua região de 
permuta ( crossover ) central de 8 pb, a qual confere direcio- 
nalidade ao sítio. Ao executar a reação de recombinação, as 
subunidades de 343 resíduos da Cre formam um homotetrâ- 
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FIGURA 30.96 A circuiarização do DNA linear do bacteriófago 

PL A circularização ocorre por meio da recombinação sítio-espe- 
cífica mediada por Cre entre os dois sítios loxP, localizados termi- 
nalmente (em vermelho e verde) para criar o plasmídeo lisogênico. 


mero que se liga a dois sítios loxP em uma orientação anti- 
paralela, com cada uma das subunidades da Cre ligando-se 
à metade de um sítio loxP. Assim, como está esquematiza- 
do na Fig. 30.97, subunidades Cre posicionadas de maneira 
oposta catalisam clivagens de fita simples no lado 5' da região 
de permuta em uma das fitas de cada um dos dois dsDNAs. 
Isso ocorre pelo ataque nucleofílico de cada um dos resíduos 
de Tyr 324 conservados das subunidades Cre ativas sobre as 
ligações fosfodiéster passíveis de rompimento do DNA, para 
gerar um intermediário de 3'-fosfoTyr de um lado da ligação 
clivada e um grupo 5'-OH livre no outro lado (como ocorre, 
de forma semelhante, nas reações catalisadas pelas topoiso- 
merases do tipo IB; Seção 29.3Cc). Depois, cada um dos gru- 
pos 5'- OH liberados ataca nucleofilicamente o grupo 3'-fos- 
foTyr no lado oposto do duplex, para formar uma j unção de 
Holliday e liberar, assim, os resíduos de Tyr. A junção de 
Holliday é resolvida em dois dsDNAs recombinados quando 
as duas subunidades da Cre que ainda não haviam participa- 
do da reação fazem a mediação das mesmas reações de cliva- 
gem e troca de fitas nas duas fitas simples que não reagiram 
anteriormente. Esse último processo deve ser precedido por 
um rearranjo estrutural (isomerização) do tetrâmero da Cre, 
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HGURA 30.97 O mecanismo de recombinação sítio-específica 
da Cre-loxP. As linhas pontilhadas representam regiões de per- 
muta ( crossover ) não palindrômicas dos sítios loxP. As subunida- 
des em verde e magenta da Cre estão ativas para a clivagem nas 
partes superior e inferior do diagrama, respectivamente, com suas 
funções sendo trocadas na etapa de isomerização. Note que o me- 
canismo não requer migração da ramificação da junção de Holli- 
day intermediária do processo. (Cortesia de Gregory Van Duyne, 
University of Pennsylvania School of Medicine, EUA.) 


que posiciona os resíduos de Tyr catalíticos do último par de 
subunidades para participação na reação, enquanto aqueles 
do par inicial de subunidades são, de maneira similar, remo- 
vidos do cenário da ação. Note que esse mecanismo difere 
daquele que é mediado pelas serina-recombinases, no qual 
ocorre a clivagem de todas as quatro fitas de DNA antes de 
iniciar as suas trocas e, portanto, esse último não apresenta 
um intermediário de junção de Holliday (Seção 30.6Bd). 

As estruturas por raios X de tetrâmeros da Cre em seus 
complexos com vários DNAs-modelo de loxP, determinadas 
por Gregory Van Duyne, ajudaram a elucidar o seu meca- 
nismo. Quando o DNA tem um corte de fita simples depois 
do segundo nucleotídeo a partir da extremidade 5' da região 
de permuta, a clivagem da fita catalisada pela Cre produz 
um nucleotídeo livre (um CMP) que é perdido por difusão. 
Como esse nucleotídeo contém o grupo 5'-OH reativo, o in- 
termediário de 3'-fosfoTyr fica irreversivelmente retido, ou 
seja, a Cre não poderia realizar a reação de troca de fitas da 
Fig. 30.97 (esse DNA clivado é um substrato suicida para 
Cre; Seção 28.3Bc). A estrutura por raios X do complexo da 
Cre com esse DNA clivado confirmou a presença do inter- 
mediário de 3'-fosfoTyr e indicou, por meio da construção 
de modelos, que o grupo 5'- OH do resíduo de CMP perdido 
poderia estar bem posicionado para atacar nucleofilicamente 
a ligação 3'-fosfoTyr na fita oposta (Fig. 30.98a). Note que 
esse complexo tem apenas uma simetria dupla, embora suas 
quatro subunidades da Cre e a maior parte do DNA estejam 
relacionadas em uma simetria pseudoquádrupla. Quando o 
DNA era uma junção de Holliday imobilizada (Fig. 30.986), 
o complexo também apresentava uma simetria pseudoquá- 
drupla, com as fitas simples permutadas e dobradas no seu 
centro de forma notável. Essas estruturas revelaram que as 
mudanças conformacionais necessárias para a execução das 
reações de troca de fitas e isomerização (Fig. 30.97) surpre- 
endentemente requerem apenas pequenos movimentos de 
parte das subunidades da Cre e que somente as cadeias de 
açúcar-fosfato dos nucleotídeos das fitas trocadas devem ser 
movidas para formarem a junção de Holliday. 

h. A maior parte da transposição em eucarlotos envolve 
intermediários de RNA 

Transposons semelhantes àqueles de procariotos tam- 
bém ocorrem em eucariotos, incluindo leveduras, milho, 
Drosophila e seres humanos. De fato, ~ 3% do genoma 
humano consiste em DNA relacionado a transposons, em- 
bora, na maioria dos casos, suas sequências tenham sofri- 
do mutações que os tornaram inativos, ou sej a, são fósseis 
evolutivos. Entretanto, muitos transposons eucarióticos exi- 
bem pouca semelhança com aqueles de procariotos. Suas 
sequências de bases lembram mais aquelas de retrovírus 
(ver a seguir), o que sugere que esses transposons sejam 
retrovírus degenerados. A transposição desses chamados 
retrotransposons ocorre por meio de um mecanismo similar 
ao da replicação do DNA retroviral (Seção 15.4C): (1) a sua 
transcrição para RNA, (2) a cópia desse RNA em cDNA 
mediada pela transcriptase reversa (Seção 30.4C), e (3) a 
inserção totalmente aleatória desse DNA no genoma do 
organismo hospedeiro, que é mediada por enzimas conhe- 
cidas como integrases (as quais catalisam reações similares 
e assemelham-se estruturalmente às transposases de DNA 
que fazem corte -e-colagem). 
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FIGURA 30.98 Estruturas por raios X do homotetrâmero da Cre em seus complexos com DNAs-modelo de loxP. (a) Dois 
dsDNAs idênticos que foram clivados após o segundo nucleotídeo a partir da extremidade 5' de suas regiões de permuta (crosso- 
ver ); e (b) uma junção de Holliday imóvel. Os painéis à esquerda mostram os complexos Cre-DNA como visualizados ao longo de 
seus eixos duplo e pseudotetraédrico exatos, com as subunidades ativa e inativa em verde e em magenta, respectivamente (como na 
Fig. 30.97), e com o DNA em dourado. Os painéis à direita mostram apenas os DNAs nas estruturas por raios X, como visualizados 
a partir de um ponto abaixo dos painéis à esquerda. No painel direito da Parte a , a Tyr do sítio ativo, que está ligada de forma co- 
valente ao grupo 3'-OH da fita de DNA clivada, é mostrada na forma de bastões (em vermelho) e o grupo 5 -OH do CMP clivado 
foi modelado em posição para atacar nucleofiiicamente o grupo 3'-fosfoTyr do dsDNA oposto (setas curvas). No painel direito da 
Parte b , os três pb que se formam em consequência da troca de fitas estão indicados. Note que as fitas verticais nas permutas mas 
não as horizontais, estão distintamente curvadas em suas regiões centrais. (Cortesia de Gregory Van Duyne, University of Pennsyl- 
vania School of Medicine, EUA. PDBids 2CRX, 3CRX, 4CRX e 5CRX.) 


O envolvimento de RNA na transposição mediada por 
retrotransposons foi engenhosamente demonstrado por 
Gerald Fink, por meio da remodelação de Tyl, o elemento 
transponível mais comum na levedura de brotamento (que 
possui ~ 35 cópias desse elemento de 6,3 kb, compreen- 
dendo ~ 13% de seu genoma de 1.700 kb; Ty significa trans- 
poson yeast ) . O elemento remodelado continha um íntron de 
levedura (uma sequência que é removida de um transcrito 
de RNA e, portanto, está ausente no RNA maduro; Seção 
5.4Ac) e era precedido por um promotor de levedura sensí- 
vel à galactose. A frequência de transposição desse elemento 
Tyl remodelado variava com a concentração de galactose 
no meio e todos os elementos transpostos não possuíam o 
íntron, demonstrando, dessa forma, a participação de um in- 
termediário de RNA. 

Um genoma retroviral (Fig. 30.99a) é flanqueado por re- 
petições terminais longas e diretas (LTRs, de long terminal 


repeats) de 250 a 600 pb e contém, normalmente, os genes 
que codificam três poliproteínas: a gag, que é clivada para dar 
origem às proteínas que compreendem o núcleo virai (Fig. 
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FIGURA 30.99 Sequências gênicas de (a) retrovírus e (b) do 
retrotransposon Tyl. 
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15.34); a pol, que é clivada para gerar a transcriptase reversa 
e a integrase, mencionadas anteriormente, bem como a pro- 
tease que catalisa essas clivagens; e a env, que é clivada para 
gerar as proteínas do envoltório virai externo. O Tyl (Fig. 
30.99b) também é flanqueado por LTRs (de 330 pb), mas ex- 
pressa apenas duas poliproteínas: TYA e TYB, as correspon- 
dentes à gag e à pol. Além disso, a TYA e a TYB, juntamente 
com o RN A do Tyl, formam partículas semelhantes a vírus 
no citoplasma da levedura. Entretanto, o Tyl não possui um 
gene correspondente ao gene retro virai env. Portanto, ele é 
um “vírus interno” que somente pode replicar-se no interior 
de um genoma, ainda que com uma frequência extremamen- 
te baixa, comparada à de uma verdadeira infecção retroviral. 
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FIOURA 30.100 Mecanismo proposto para a transposição de re- 
trotransposons não virais. (1) A transcriptase reversa/endonucle- 
ase codificada pelo retrotransposon cliva uma fita do DNA-alvo e, 
depois, recruta o transcrito de RNA do retrotransposon para esse 
sítio. (2) A transcrição reversa iniciada por DNA do RNA do re- 
trotransposon. (3) O RNA é degradado e a segunda fita de DNA 
é sintetizada utilizando a primeira fita como seu molde (reações 
de transcriptase reversa normais; Seção 30.4C). A isso segue-se a 
inserção do retrotransposon não virai resultante no DNA-alvo, 
por meio de um processo ainda pouco compreendido. 


Copia (abundância, em latim), o retrotransposon mais 
abundante no genoma da Drosophila (que contém de 20 a 60 
cópias de copia), lembra o Tyl. 

As LTRs em retrovírus e retrotransposons, como Tyl e co- 
pia, são elementos essenciais para as suas transcrições e, con- 
sequentemente, suas transposições. Além disso, os genomas de 
vertebrados também contêm retrotransposons que não pos- 
suem LTRs e, portanto, não podem ser transcritos, assim como 
acontece com os retrovírus. Em uma família comum desses re- 
trotransposons não virais, a dos elementos nucleares intercala- 
dos longos (LINEs, de long interspersed nuclear elements), de 1 
a 7 kb, cada um de seus membros contém duas fases de leitura 
abertas: a ORF1, que contém sequências semelhantes às da 
gag ; e a ORF2, que contém sequências semelhantes às que co- 
dificam a transcriptase reversa. Um mecanismo proposto para 
a transposição de LINEs está esquematizado na Fig. 30.100. 

Diferentes tipos de transposons, somente de DNA, re- 
trovirais e não virais, predominam em diferentes organismos. 
Bactérias, como visto, contêm quase que exclusivamente trans- 
posons compostos apenas por DNA, leveduras possuem prin- 
cipalmente retrotransposons retrovirais, Drosophila possui 
todos os três tipos, e, em seres humanos, os LINEs são predo- 
minantes. De fato, o genoma humano contém uma quantidade 
estimada de 1 ,4 milhões de LINEs ou fragmentos de LINEs, 
que compreendem ~ 20% dos seus 3,0 bilhões de pb (a orga- 
nização genômica é discutida na Seção 34.2). A grande maioria 
desses parasitos moleculares sofreu mutações e tornou-se ina- 
tiva, mas uns poucos ainda parecem ser capazes de executar 
transposições. De fato, várias doenças hereditárias são causa- 
das pela inserção de um LINE em um gene. Vários outros tipos 
de retrotransposons também constituem frações significativas 
do genoma humano, como estudado na Seção 34.2. 


7 M ET ILAÇÃO DO DNA E EXPANSÕES DE 
REPETIÇÕES TRINUCLEOTÍDICAS 

Os resíduos de A e C do DNA podem ser metilados, em um 
padrão espécie -específico, para formarem resíduos de N 6 - 

metiladenina (m a) e A'-metilcitosina (m 4 C) e 5-metildtosi- 

na (m 5 C), respectivamente. 


H ch 3 

\ z à 

N 



Resíduo de 

iV^metiladenina (m 6 A) 


^CH 3 

N 


N 





N 


Resíduo de 

jV^metilcitosina (m 4 C) 



CU 


Resíduo de 
5-metilcitosina (m 5 C) 


Bioquímica 1247 


Esses são os únicos tipos de modificações às quais o DNA 
está sujeito em organismos celulares (embora todos os resí- 
duos de C dos DNAs de fagos T-par sejam convertidos em 
resíduos de 5-hidroximetilcitosina, 



Resíduo de 5-hidroximetilcitosina 

que podem, por sua vez, ser glicosilados). Esses grupos me- 
tila se projetam para o interior da fenda maior do B-DNA, 
onde podem interagir com proteínas de ligação ao DNA. 
Na maioria das células, apenas uma pequena porcentagem 
das bases suscetíveis pode ser metilada, embora essa quan- 
tidade aumente para >30% dos resíduos de C em algumas 
plantas. 

Os DNAs bacterianos são metilados em seus próprios 
sítios específicos de restrição, o que impede que as endo- 
nucleases de restrição correspondentes degradem o DNA 
(Seção 5.5A). Esses sistemas de restrição-modificação, en- 
tretanto, respondem apenas por uma parte da metilação dos 
DNAs bacterianos. Em E. coli , a maior parte da metilação 
é catalisada pelos produtos dos genes dam e dem. A Dam- 
metiltransferase (Dam-MTase) metila os resíduos de A em 
todas as sequências GATC, enquanto a Dcm-MTase metila 
os dois resíduos de C em CC^GG nas suas posições C5. Note 


que essas duas sequências são palindrômicas. Foi visto que 
a E. coli utiliza a metilação mediada pela Dam-MTase para 
diferenciar o DNA parental do DNA recém-sintetizado, na 
reparo de malpareamentos (Seção 30.5C), e na limitação da 
replicação do DNA com base em oriC a uma única vez por 
geração celular, pela sequestração (Seção 30.3Cb). 

a. A reação de MTase ocorre por meio de um intermediário 
covalente, no quai a base-alvo é deslocada 
As MTases Dam e Dem, como o fazem todas as demais 
MTases conhecidas, utilizam a S-adenosilmetionina (SAM) 
como doador do grupo metila. De fato, todas as nrC-MTa- 
ses compartilham um conjunto de motivos de sequência 
conservados. Daniel Santi propôs que o mecanismo cata- 
lítico dessas m 5 C-MTases (Fig. 30.101) é semelhante ao da 
timidilato-sintase (Fig. 28.19), pois os dois tipos de enzimas 
transferem grupos metila para os átomos C5 de pirimidinas 
por meio de uma reação que é iniciada pelo ataque nucle- 
ofílico de um grupo tiolato de uma Cys sobre a posição C6 
da pirimidina. O átomo C5 da pirimidina é, dessa forma, 
ativado como um carbânion estabilizado por ressonância, 
que ataca nucleofilicamente o grupo metila do doador (que, 
no caso da timidilato-sintase, não é doado pela SAM, mas 
pelo A 5 -,A 10 -metileno-THF), para originar um intermediá- 
rio covalente. Esse intermediário subsequentemente se de- 
compõe em produtos, pela subtração enzimática do próton 
substituinte do C5 e da eliminação da enzima. O tiolato 
nucleófilo da Cys é um componente de um dipeptídeo Pro- 
-Cys que é invariável em todas as nrC-MTases e timidilato- 
-sintases conhecidas. 
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FIGURA 30.101 O mecanismo catalítico das 5-metilcitosina-metiltransf'erases (nrC-MTases). O grupo metila é suprido pela 
SAM, que, assim, torna-se S-adenosil-homocisteína. Na M.Hhal, a MTase de DNA de Haemophilus haemolyticus, o grupo tiolato 
do sítio ativo, “S— E, está em Cys 81, o ácido geral da enzima, E— A, está em GIu 119 e a base geral da enzima, E-B, ainda não foi 
identificada. (De acordo com Verdine, G.L., Cell 76, 198 [1994].) 
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Esse mecanismo é sustentado pela observação de que a 
ação de m 3 C-MTases sobre um resíduo de 5-fluorocitosina 
(ÍC) 



Resíduo de 5-fluorocitosina (PC) 

fixa irreversivelmente o intermediário covalente (e, portan- 
to, inativa a enzima), porque a enzima é incapaz de subtrair 
a fluorina, o elemento mais eletronegativo, como um íon F 
(o 5-fluorodesoxiuridilato é, da mesma forma, um substrato 
suicida para a timidilato-sintase; Seção 28.3Bc). Princípios 
estereoquímicos determinam que o grupo tiolato da Cys da 
enzima pode atacar nucleofilicamente a posição C5 da dtosina 
somente por cima ou por baixo do anel. Isso é possível porque, 
como será visto a seguir, a enzima induz o deslocamento (flip 
out) da sua citosina-alvo para fora da dupla-hélice de DNA. 

A MTase de DNA de Haemophilus haemolyticus 
(M.Hhal) , um monômero de 327 resíduos, é um compo- 
nente do sistema de restrição-modificação dessa bactéria. A 
M.Hhal metila sua sequência de reconhecimento, 5'-GCGC- 
3' em dsDNA para gerar 5'-G-mC-GC-3\ Richard Roberts e 
Xiaodong Cheng determinaram a estrutura por raios X de um 
complexo M.Hhal-DNA inativado, formado pela incubação 
da enzima com a sequência semicomplementar d(TGATAG- 
-^C-GCTATC) (na qual a sequência de reconhecimento 
da enzima está em negrito) em presença de SAM. O DNA 
liga-se à enzima em uma grande fenda entre os seus dois do- 
mínios de tamanhos diferentes (Fig. 30.102). A característi- 
ca mais marcante da estrutura é o fato de o nucleotídeo f 5 C 
aparecer deslocado para fora ( flipped out) da fenda menor da 


FIGURA 30.102 Estrutura por raios X da M.HhaI DNA metil- 
transferase em complexo com 5-adenosil-homocisteína e um dsD- 
NA contendo uma base 5-fluoro-citosina metilada no sítio-alvo 
da enzima. A proteína está representada por uma fita semitrans- 
parente. O DNA está representado na forma de bastão, colorido 
de acordo com o tipo de átomo (C verde, N azul, O vermelho e P 
cor de laranja). O resíduo de 5-fíuorocitosina metilado (átomos 
de C em dano) foi deslocado para fora da hélice do DNA, ficando 
inserido no bolsão do sítio ativo da enzima, onde o seu C6 forma 
uma ligação covalente com o átomo de S de um resíduo de Cys 
da enzima (átomos de C em magenta e S em amarelo). O grupo 
metila e um átomo de fluorina em C5 (que impede que a reação 
de metilação seja finalizada) estão representados por esferas em 
magenta e amarelo-verde, respectivamente. A posição da base 
citosina que foi deslocada para fora na dupla-hélice de DNA é 
ocupada pela cadeia lateral de um resíduo de Gin (mostrado na 
forma de volume atômico com C em amarelo), o qual se liga por 
ponte de hidrogênio com a base guanina “orfã”. A S-adenosil- 
-metionina, que perdeu seu grupo metila, está representada na 
forma de bastão com seus átomos de C em cor-de-rosa. (Com 
base em uma estrutura por raios X de Richard Roberts, New En- 
gland Biolabs, Beverly, Massachusetts, EUA, e Xiaodong Cheng, 
Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York, 
EUA. PDBid 1MHT.) 


hélice de B-DNA, que, além disso, praticamente não apresen- 
ta qualquer outra distorção. O deslocamento da f 5 C a inseriu 
no sítio ativo da enzima e, ali, ela reagiu com a SAM, para 
gerar adenosil-homocisteína (a SAM sem seu grupo metila) 
e o intermediário metilado, covalentemente ligado ao resíduo 
de Cys 81. A cadeia lateral da Gin 237 preenche a cavidade 
na dupla-hélice de DNA deixada pela saída da f C, ligando-se 
por ligações de hidrogênio à base de G oposta. A comparação 
dessa estrutura com aquela da M.Hhal em complexo apenas 
com a SAM indica que, quando a proteína liga-se ao DNA, 
a sua chamada alça do sítio ativo (resíduos 80-99) gira para 
fazer contato com o DNA, em um movimento de até 25 Á. 
Praticamente todas as interações base-específicas são estabe- 
lecidas na fenda maior por duas alças ricas em Gly (resíduos 
233-240 e 250-257), chamadas de alças de reconhecimento. A 
proteína também estabelece numerosos contatos indepen- 
dentes de sequência com os grupos de fosfato do DNA. 

O deslocamento (ftipping ) de base foi observado pela pri- 
meira vez na estrutura por raios X anterior. Entretanto, como 
está claro agora, a partir das estruturas de outras MTases e 
de várias enzimas de reparo do DNA (p. ex., Seções 30.5 Aa e 
30.5Be), o deslocamento de base é um mecanismo comum, por 
meio do qual as enzimas ganham acesso às bases do dsDNA 
com as quais elas realizam as reações químicas. 

b. A metilação do DNA em eucariotos funciona na regulação 
gênica 

A 5-metilcitosina é a única base metilada na maioria dos 
DNAs eucarióticos, inclusive nos de vertebrados. Essa modi- 
ficação ocorre principalmente no dinucleotídeo CG de várias 
sequências palindrômicas. O CG está presente no genoma de 
vertebrados em cerca de apenas um quinto da sua frequência 
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aleatória esperada. As regiões a montante de muitos genes, 
entretanto, apresentam frequências normais de CG e são, 
por isso, conhecidas como ilhas de CpG. 

O grau de metilação do DNA eucariótico e o seu pa- 
drão são convenientemente avaliados pela comparação 
de Southern blots (Seção 5.5D) de DNA clivado pelas en- 
donucleases de restrição Hpall (que cliva CCGG, mas não 
C-m C-GG) e Mspl (que cliva ambas as sequências). Esses 
estudos indicam que a metilação do DNA eucariótico varia 
de acordo com a espécie, o tecido e a posição ao longo do 
cromossomo. 

Os resíduos de m 5 C em um determinado segmento de 
DNA podem ser identificados por meio do sequenciamen- 
to de bissulfito, no qual o DNA reage com o íon bissulfito 
(HSO 3), que promove a desaminação seletiva de resíduos 
de C (mas não de nrC) para U, seguido pela amplificarão 
por PCR (Seção 5.5F), que copia esses Us como Ts e os m Cs 
como Cs. A comparação das sequências de DNA amplifica- 
das com aquela do DNA não tratado revela quais os Cs do 
DNA não tratado que são metilados. 

Existe uma clara evidência de que a metilação do DNA 
reprime a expressão gênica, particularmente quando ela ocor- 
re nas regiões promotoras a montante das sequências trans- 
critas de um gene. Por exemplo, os genes de globina estão 
menos metilados em eritrócitos do que em células não eritro- 
cíticas e, de fato, a metilação específica da região controla- 
dora de um gene de globina recombinante inibe a sua trans- 
crição em células transfectadas. Uma outra observação que 
apoia o efeito inibitório da metilação do DNA é a de que a 
5-azacitosina (5-azaC), 

nh 2 

N^N 


de complexos de proteínas que induzem a alteração da estru- 
tura cromossômica local, de modo a impedir a transcrição do 
gene associado (a estrutura do cromossomo eucariótico é dis- 
cutida na Seção 34.1). Uma outra possibilidade foi sugerida 
pela observação de que a metilação de poli(GC) sintético es- 
tabiliza a sua conformação de Z-DNA. Muito possivelmente, 
a formação de Z-DNA, que jã foi detectado in vivo (Seção 
29.1Bb), atue como um interruptor ( switch ) conformacional, 
para desligar localmente a expressão. 

c. A metilação em eucariotos se autoperpetua 
A natureza palindrômica dos sítios de metilação do DNA 
em eucariotos permite que o padrão de metilação de uma 
fita de DNA parental direcione a geração do mesmo padrão 
na sua fita-filha (Fig. 30.103). Essa metilação de manutenção 
determinaria que um padrão de metilação fosse “herdado” 
de forma estável em uma linhagem celular e, portanto, faria 
com que todas essas células tivessem o mesmo fenótipo di- 
ferenciado. Essas alterações no genoma são descritas como 
epigenéticas (do grego: epi, sobre ou ao lado de), porque 
elas representam um nível de informação adicional que es- 
pecifica quando e onde porções específicas do genoma, que 
de outra forma é fixo, são expressas (uma modificação epi- 
genética j á descrita é o alongamento dos telômeros em célu- 
las germinativas; Seção 30.4 A). Características epigenéticas, 
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um análogo de bases que não pode ser metilado em sua po- 
sição N5 e que inibe MTases de DNA, estimula a síntese de 
várias proteínas e modifica padrões de diferenciação celular 
de células eucarióticas cultivadas. A observação de que para- 
sitos intragênicos repetitivos, como os LINEs, estão altamen- 
te metilados em tecidos somáticos levou à hipótese de que a 
metilação de CpG em mamíferos teria surgido para impedir 
a iniciação da transcrição espúria desses retrotransposons. 

A maneira pela qual a metilação do DNA impede a ex- 
pressão gênica é pouco compreendida. Uma possibilidade 
é que a metilação do DNA pode bloquear diretamente a li- 
gação de ativadores transcricionais a suas sequências- alvo. 
Entretanto, em muitos casos, a metilação do DNA é reco- 
nhecida por uma família de proteínas que contêm um domí- 
nio de ligação a metil-CpG (MBD, de methyl-CpG binding 
domain ) conservado. Como os grupos me tila dos resíduos 
m5C se estendem para o interior da fenda maior do DNA, 
os MBDs podem ligar-se a eles sem que haja distorção da 
estrutura helicoidal dupla do DNA. Proteínas contendo 
MBDs inibem a transcrição de genes ao ligarem-se aos seus 
promotores metilados. Isso ocorre por meio do recrutamento 
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FIGURA 30.103 Metilação de manutenção. O padrão de meti- 
lação em uma fita de DNA parental induz o padrão de metilação 
correspondente na fita complementar. Dessa forma, um padrão 
de metilação estável pode ser mantido em uma linhagem celular. 
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como será visto, não são regidas pelas leis da hereditarieda- 
de mendeliana. 

Existem evidências experimentais consideráveis a favor 
da existência da metilação de manutenção, incluindo a ob- 
servação de que DNA virai artificialmente metilado, ao ser 
transfectado em células eucarióticas, mantém o seu padrão 
de metilação por pelo menos 30 gerações celulares. A metila- 
ção de manutenção em mamíferos parece ser mediada princi- 
palmente pela proteína DNMT1 (para DNA metilíransferase 
1), que preferencialmente me tila substratos de DNA hemi- 
metilados. Em contraste, as MTases de DNA procarióticas, 
como a M.Hhal, não diferenciam entre substratos de DNA 
hemimetilados ou não metilados. A importância da metila- 
ção de manutenção é demonstrada pela observação de que 
camundongos homozigotos para a deleção do gene DNMT1 
morrem no início do desenvolvimento embrionário. 

A energia de interação fornecida por um único grupo 
metil na cavidade maior do DNA parece insuficiente para 
permitir uma proteína diferenciar de forma confiável entre 
uma nTC e um resíduo C. Apesar disso, o domínio SRA (para 
associado a SET e RING, de SET and RING-associated) da 
proteína UHRF1 (para ubiquitin-like, containing PHD and 
RING finger domains 1 ) realiza essa tarefa e depois disso re- 
cruta DNMT1 ao sítio. Como o domínio SRA distingue um 
simples resíduo m C de um C não metilado? 

A estrutura por raios X do domínio SRA de 210 resíduos 
em complexo com um DNA de 12 pb contendo um CpG 
hemimetilado centralmente localizado foi determinada de 
forma independente por Masahiro Shirakawa e Sirano Dhe- 
Paganon. Ela revela que o resíduo m C do DNA sai para fora 
da cavidade menor lateral do DNA na forma B completa- 
mente plana para se ligar profunda e firmemente dentro de 
um bolsão na proteína (Fig. 30.104). Duas alças circundam 
a fenda resultante na hélice do DNA a partir das cavidades 
maior e menor para interagir com as outras três bases do sítio 
CpG hemimetilado. A base m 5 C é substituída na dupla-héli- 
ce pela cadeia lateral de um resíduo de Arg que se estende 
a partir da alça da cavidade menor, o qual se liga por pontes 
de hidrogênio ao resíduo G “órfão” sem praticamente inter- 
romper sua conformação. 

DNMT1 apresenta tanto um domínio catalítico como 
um domínio de ligação a UHRF1 . Imagina-se que o domí- 
nio catalítico apresente uma estrutura similar e uma manei- 
ra de se ligar ao DNA como as MTases, tal como M.Hhal 
(Fig. 30.102). Entretanto, um modelo do complexo domínio 
SRA-DNA-domínio catalítico de DNMT1 com base nas es- 
truturas dos complexos M.Hhal e SRA-DNA indica que seja 
improvável que ambos os resíduos nTC e C de uma ilha CpG 
helicoidal dupla pudesse estar simultaneamente para fora 
do DNA. Isso sugere que a ligação do domínio de ligação a 
UHRF1 de DNMT1 ao complexo SRA-DNA faça com que 
o resíduo m C volte para dentro da dupla-hélice do DNA, 
enquanto o C a ser metilado saia para fora para se ligar ao 
domínio catalítico de DNMT1. 

O padrão de metilação do DNA em mamíferos varia no 
desenvolvimento embrionário inicial. Os níveis de metilação 
do DNA são elevados em gametas maduros (espermatozói- 
des e óvulos), mas já foram praticamente eliminados quan- 
do um óvulo fertilizado torna-se um blastocisto (uma esfera 
oca de células, o estágio no qual o embrião implanta-se na 



RGURA 30.104 Estrutura por raios X do domínio SRA da 
UHRF1 de camundongo em complexo com um DNA de 12 pb 
hemimetilado. A proteína está representada na forma de fitas 
(verde) embutida em sua superfície molecular semitransparente. 
O DNA está representado na forma de bastão, colorido de acor- 
do com o tipo de átomo (C do DNA cinza, exceto para o resíduo 
de nTC que tem o C em magenta, N azul, O vermelho e P cor de 
laranja) com átomos de P sucessivos na mesma fita conectados 
por tubos laranjas. O grupo metila do resíduo nTC está represen- 
tado por uma esfera magenta. Uma cadeia lateral de Arg (C cia- 
no) preenche o espaço na dupla-hélice do DN A que ficou vazio 
pela saída de nrC. (Com base em uma estrutura por raios X de 
Masahiro Shirakawa, Kyoto University, Japão. PDBid 2ZDK.) 

parede uterina; o desenvolvimento embrionário é discutido 
na Seção 34.4A). Após esse estágio, entretanto, os níveis de 
metilação do DNA do embrião elevam-se globalmente, até 
que, quando o embrião atinge o estágio de desenvolvimen- 
to conhecido como gástrula, os seus níveis de metilação do 
DNA já chegaram aos níveis adultos, permanecendo assim 
por toda a vida do animal. Essa metilação de novo (nova) 
parece ser mediada por duas MTases de DNA distintas da 
DNMT1, denominadas DNMT3a e DNMT3b. Uma exceção 
importante nesse processo de remetilação é a das ilhas de 
CpG das células da linhagem germina tiva (células que dão 
origem a espermatozóides ou óvulos), que permanecem não 
me tiladas. Isso garante a transmissão fiel das ilhas de CpG 
para as gerações subsequentes, em face à forte pressão muta- 
gênica da desaminação de nTC (que origina T, uma mutação 
que a MMR ocasionalmente falha em corrigir) . 

A alteração dos níveis de metilação do DNA (reprogra- 
mação epigenética) durante o desenvolvimento embrionário 
sugere que o padrão de expressão epigenética difere em célu- 
las embrionárias e somáticas. Isso explica a elevada frequên- 
cia de falhas na clonagem de mamíferos (ovelhas, camundon- 
gos, bovinos, etc.) pela transferência do núcleo de uma célula 
adulta para o interior de um ovócito (óvulo imaturo) enu- 
cleado. Poucos desses animais sobrevivem até o nascimen- 
to e muitos daqueles que sobrevivem morrem pouco tempo 
depois. Além disso, a maior parte dos 1% de sobreviventes 
apresenta várias anomalias, sendo a mais notável o tamanho 
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incomumente grande. No entanto, o fato de alguns embriões 
ainda sobreviverem é um indicativo de que o ovócito possui 
uma formidável capacidade de reprogramar epigeneticamen- 
te os cromossomos somáticos (apesar dele raramente ter um 
sucesso completo ao fazer isso) e de que os embriões de ma- 
míferos são relativamente tolerantes às anomalias epigenéti- 
cas. De maneira presumível, a clonagem reprodutiva de seres 
humanos a partir de núcleos adultos resultaria em anomalias 
similares e, por essa razão (além das proibições sociais e éti- 
cas) , ela não deveria ser tentada. 

d. O Imprínttng genômico resulta da metilação diferencial do 
DNA 

Já é sabido hã milhares de anos que as heranças materna e 
paterna podem ser diferentes. Por exemplo, uma mula (a 
prole de uma égua e de um jumento) e um mulo (a prole de 
um cavalo e de um jumento-fêmea) possuem características 
físicas obviamente diferentes, pois o mulo tem orelhas curtas, 
crina e cauda grossas e pernas mais fortes do que a mula. Isso 
ocorre porque, apenas em mamíferos, certos genes supridos 
materna e paternalmente são expressos diferencialmente, 
em um fenômeno denominado imprinting genômico. Os 
genes que estão sujeitos ao imprinting genômico são, como 
demonstrado por Rudolph Jaenisch, diferencialmente me- 
diados nos dois progenitores durante a gametogênese e os 
padrões de metilação resultantes são resistentes à onda de 
desmetilação que ocorre durante a formação do blastocisto e 
à onda de metilação de novo que ocorre depois disso. 

A importância do imprinting genômico é demonstrada 
pela observação de que um embrião derivado do transplante 
de dois pró -núcleos masculinos ou dois pró-núcleos femini- 
nos em um óvulo não é capaz de desenvolver-se (pró-núcleos 
são os núcleos de espermatozóides e óvulos maduros antes 
deles se fusionarem durante a fecundação). O imprinting ina- 
propriado também está associado com certas doenças. Por 
exemplo, a síndrome de Prader-Willi (PWS), que se carac- 
teriza por comprometimento no crescimento e desenvolvi- 
mento (failure to thrive) na infância, mãos e pés pequenos, 
obesidade marcante e deficiência intelectual variável, é cau- 
sada por uma deleção de > 5.000 kb em uma região específi- 
ca do cromossomo 15 herdado paternalmente. Em contraste, 
a síndrome de Angelman (AS), que se manifesta por uma 
deficiência intelectual grave, andar atáxico (descoordena- 
do) similar ao de um boneco e surtos de riso inadequados, 
é causada por uma deleção da mesma região, mas do cro- 
mossomo 15 herdado maternalmente. Essas síndromes são 
também exibidas pelos raros indivíduos que herdam seus 
dois cromossomos 15 de suas mães, para a PWS, e de seus 
pais, para a AS. Evidentemente, determinados genes da re- 
gião cromossômica deletada devem ser paternalmente her- 
dados para evitar a PWS e outros devem ser maternalmente 
herdados para evitar a AS. Várias outras doenças humanas 
também estão associadas a heranças tanto maternas quanto 
paternas ou a falta delas. 

e. A metilação do DNA está associada com o câncer 

A mutação de um resíduo de nrC para T (com a sua mu- 
tação de G para A associada na fita complementar) é, sem 
dúvida, a alteração mutacional mais prevalente nos cânceres 
humanos. Essas mutações geralmente convertem proto-on- 
cogenes em oncogenes (Seção 19.3B) ou inativam supresso- 


res tumorais (Fig. 34.4Ca). Além disso, a hipometilação de 
proto-oncogenes e a hipermetilação de genes que codificam 
supressores tumorais também estão associadas com cânceres, 
embora não esteja claro se elas estão iniciando ou consoli- 
dando eventos que levam à malignidade. 

f. Várias doenças neurológicas estão associadas com 
expansões de repetições de trinucleotídeos 
A síndrome do X frágil, cujos principais sintomas incluem 
deficiência intelectual e uma face longa e estreita caracterís- 
tica, com orelhas grandes, afeta 1 em cada 4.500 homens e 
1 em cada 9.000 mulheres. A síndrome do X frágil é assim 
chamada porque, nos indivíduos afetados, a extremidade do 
braço longo do cromossomo X está conectada ao restante do 
cromossomo por um filamento fino, que é facilmente que- 
brado. Os aspectos genéticos dessa condição são estranhos. 
Os avôs matemos de indivíduos que apresentam a síndrome 
do X frágil podem ser assintomáticos, tanto clínica como ci- 
togeneticamente. Suas filhas são, da mesma forma, assinto- 
máticas, mas os filhos de ambos os sexos dessas filhas podem 
apresentar a síndrome. Evidentemente, o defeito do X frágil 
é ativado pela passagem por uma mulher. Além disso, a pe- 
netrância da doença, que é a probabilidade de uma criança 
ter a síndrome do X frágil, e a sua severidade aumentam a 
cada geração que se sucede, em um fenômeno chamado de 
antecipação genética. 

O gene afetado na síndrome do X frágil, FMR1 (de fra - 
gile X mental retardation 1, deficiência intelectual do X frágil 
1), codifica uma proteína de ligação a RN A de 632 resíduos 
denominada EMRP (de proteína de FMR), que aparente- 
mente funciona no transporte de determinados mRNAs do 
núcleo para o citoplasma (Seção 34.3C), onde ela provavel- 
mente regula a tradução deles. A FMRP é altamente con- 
servada em vertebrados e é expressa na maioria dos tecidos, 
mas mais acentuadamente em neurônios cerebrais, onde, 
conforme indicado por várias evidências, a sua participação é 
necessária para a formação e/ou o funcionamento adequado 
das sinapses. 

Na população em geral, a região 5' não traduzida do 
gene FMR1 contém uma sequência polimórfica (CGG), ; , 
com n variando de 6 a 60, que frequentemente é pontuada 
por uma ou duas interrupções de AGG. Entretanto, em cer- 
tos indivíduos assintomáticos, n aumentou de 60 para 200, 
em uma chamada pré-mutação que os homens transmitem 
de forma inalterada para as suas filhas (eles transmitem um 
Y em vez de um cromossomo X para seus filhos). Nos filhos 
dessas filhas, no entanto, 80% dos indivíduos que herdaram 
um gene pré-mutante exibirão uma expansão surpreendente 
(amplificação) da repetição da trinca, com n variando de > 
200 até vários milhares, bem como os sintomas da doença, 
na situação chamada de mutação completa. Essas repetições 
de trincas diferem em tamanho entre os irmãos e frequen- 
temente exibem heterogeneidade em um mesmo indivíduo, 
sugerindo que são geradas somaticamente. 

Essas mutações dinâmicas, que se expandem com mais 
frequência do que se contraem, talvez surjam devido ao des- 
lizamento do DNA durante a replicação. Uma maneira de 
como o deslizamento pode ocorrer é através da formação de 
alças (Fig. 30.105) na fita recém-sintetizada (causando ex- 
pansões) ou na fita-molde (causando contrações). Tais alças 
(CNG)„ são, provavelmente, estabiüzadas pela sua capaci- 
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FIGURA 30.105 O mecanismo de alças para fora para a alte- 
ração do número de repetições de trincas consecutivas no DNA 
durante a sua replicação. Aqui, a fita-molde está em vermelho 
e a fita-filha nascente (recém-sintetizada) está em azul. Em 
regiões longas de sequências repetitivas, a probabilidade de 
ocorrência de uma alça ocorrer aumenta, porque as suas se- 
quências vizinhas irão permanecer com suas bases pareadas. A 
alça para fora de uma repetição (CNG)„ é estabilizada por sua 
capacidade em formar uma estrutura com pareamento parcial 
de pares de base. (a) Se a fita-filha formar uma alça para fora, o 
número de repetições irá aumentar. ( b ) Se a fita-molde formar 
uma alça, o número de repetições diminui. 

dade de formar hastes de bases imperfeitamente pareadas. 
Como esperado, a frequência desses deslizamentos aumenta 
com o número de repetições. 

A genética peculiar da súidrome do X frágil é uma con- 
sequência do imprinting genômico por metilação. O gene 
FM RI não está metilado em indivíduos normais. Entretanto, 
ele está hipermetilado em indivíduos com a mutação com- 
pleta transmitida maternalmente. Isso mantém o gene FMR1 
em um estado transcricionalmente silencioso (inativo), o que 
explica os sintomas da doença. A frequência e a gravidade di- 
minuídas da síndrome do X frágil em mulheres são explicadas 
pelo fato das mulheres possuírem dois cromossomos X, um 
dos quais tem uma pequena probabilidade de estar mutado. 

Mais de 30 outros exemplos patológicos de expansão de 
repetições de DNA, a maioria dos quais também são doenças 
neurológicas, são conhecidos, incluindo os seguintes: 

1. A distrofia miotônica (DM), a forma adulta mais comum 
de distrofia muscular (sua incidência está estimada em 1 em 
8.000). Ela é uma doença auíossômica dominante multissistê- 
mica que é caracterizada principalmente por uma fragilidade 
muscular progressiva e devastadora, cuja gravidade aumenta 
em gerações sucessivas, enquanto a idade de manifestação 
diminui (antecipação genética). A sua forma mais grave, a 
DM congênita, é transmitida de forma exclusivamente ma- 
terna. A DM surge a partir de uma expansão trinucleotídica 
na região 3' não traduzida do gene que codifica a proteína- 
-cinase da distrofia miotônica (MDPK, de myotonic dystro- 
phy protein kinase), que é expressa nos neurônios afetados 
pela DM. A trinca repetida, (CAG) ;í , tem de 5 a 30 cópias 


presentes no gene MDPK de indivíduos normais, mas esse 
número se expande de pelo menos 50 repetições, em indiví- 
duos minimamente afetados, para até— 2.000 repetições, em 
indivíduos gravemente afetados. 

2. A doença de Huntington (HD, previamente chamada de 
coreia de Huntington) , uma doença neurodegenerativa de- 
vastadora, caracterizada por movimentos progressivamente 
coreicos (desordenados), declínio cognitivo e perturbações 
emocionais ao longo de um período médio de 18 anos, que 
culmina inevitavelmente em letalidade. Essa doença au- 
tossômica dominante, que afeta 1 a cada 10.000 indivíduos 
e tem uma idade média de manifestação de 40 anos, é uma 
consequência da perda seletiva de determinados grupos de 
neurônios do cérebro. O gene HD, que codifica uma pro- 
teína de função desconhecida de 3.145 resíduos amplamente 
expressa, denominada huntingtina, contém uma repetição 
trinucleotídica polimórfica (CAG)„, no interior da sequência 
codificadora do polipeptídeo. Os genes HD de 150 famílias 
independentes com HD contêm todos eles entre 37 e 86 uni- 
dades de repetição, enquanto aqueles de indivíduos normais 
possuem de 11 a 34 repetições. Além disso, a extensão da 
repetição do HD é instável: > 80% das transmissões meió- 
ticas apresentam aumentos ou diminuições, com os maiores 
aumentos ocorrendo em transmissões paternas ( imprinting 
genômico). O número de repetições nos indivíduos afetados 
está inversamente correlacionado com a idade da manifesta- 
ção da HD. 

CAG é o códon para Gin (Tabela 5.3) e, portanto, 
uma huntingtina mutante contém um longo segmento de 
poli(Gln). Poli(Gln) sintéticas agregam-se como folhas |3 que 
estão ligadas por ligações de hidrogênio envolvendo tanto os 
grupos amida da cadeia principal como os das cadeias late- 
rais. De fato, o núcleo de neurônios afetados pela HD con- 
tém inclusões que, provavelmente, consistem em agregados 
de huntingtina ou de seus produtos proteolíticos. São essas 
inclusões, como destacado por Max Perutz, que aparente- 
mente matam os neurônios nos quais elas estão contidas, 
embora o mecanismo por meio do qual isso ocorre não sej a 
conhecido. O longo período de incubação antes dos sinto- 
mas da HD tornarem-se evidentes é atribuído ao prolongado 
período de nucleação para a formação dos agregados, muito 
semelhante ao que ocorre na formação das fibrilas amiloides 
(Seção 9.5A). 

3. A ataxia espinocerebelar (SCA, de spinocerebellar ata- 
xia ) do tipo 1 , uma doença neurodegenerativa progressiva, 
cuja idade de manifestação é tipicamente na terceira ou 
quarta década de vida, embora ela apresente antecipação 
genética. Como a HD, ela é causada por uma perda seleti- 
va de neurônios e está associada a uma expansão de uma 
repetição CAG em uma região codificadora, nesse caso de 
uma proteína neuronal denominada ataxina-1. Nessa re- 
gião, a repetição expande-se de 28 para entre 43 e 81 có- 
pias, produzindo, portanto, um segmento de poli (Gin) de 
extensão aumentada (e uma tendência à formação de agre- 
gados). Quatro doenças semelhantes, as SC As dos tipos 2, 
3, 6 e 7, são causadas por expansões de (CAG)„ em diferen- 
tes proteínas neuronais. 
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1 e 2 Replicação do DNA O DNA é replicado na direção 5' — > 
3' pela união de desoxinucleosídeos trifosf atados sobre moldes de 
DNA complementares. A replicação é iniciada pela geração de pe- 
quenos iniciadores de RNA, como mediado, em E. coli, pela prima- 
se e pela RNA-polimerase. O DNA é depois estendido a partir das 
extremidades 3' dos iniciadores pela ação de uma DNA-polimerase 
(Pol III em E. coli). A fita-líder em uma forquilha de replicação é 
sintetizada de forma contínua, enquanto a fita tardia é sintetizada 
descontinuamente, pela formação de fragmentos de Okazaki. Os 
iniciadores de RNA da fita de DNA recém-sintetizada são remo- 
vidos e substituídos por DNA, pela reação de tradução de cadeias 
com quebras ( nick íranslation), catalisada pela Pol I (em E. coli). As 
quebras de fita simples são, depois, seladas pela DNA-ligase. Erros 
de malpareamento ocorridos durante a síntese de DNA são corrigi- 
dos pelas funções de exonuclease 3' — > 5' tanto da Pol I como da Pol 
III. O fragmento de Klenow da Pol I e de outras DNA-polimerases 
de estrutura conhecida apresenta uma estrutura similar à de uma 
mão direita, com o sítio ativo localizado no domínio de palma. A 
Pol I reconhece o nucleotídeo que será incorporado de acordo com 
a forma do par de bases que ele forma com a base do molde e cata- 
lisa a formação de uma ligação fosfodiéster, por meio de um meca- 
nismo que envolve dois íons metálicos. A síntese de DNA pela Pol 
III de E. coli requer a participação de muitas proteínas acessórias, 
incluindo a DNA-girase, a helicase DnaB, a proteína de ligação a 
DNA de fita simples (SSB), a primase, o grampo deslizante @ 2 e a 
DNA-ligase. 

3 Replicação procariõtica A síntese de DNA inicia em sítios es- 
pecíficos, conhecidos como origens de replicação. No bacteriófago 
M13, na síntese da fita (-) sobre o molde de fita (+), a origem é re- 
conhecida e a síntese do iniciador é iniciada pela RNA-polimerase. 
O processo análogo no bacteriófago <fiX174, bem como em E. coli, 
é mediado por uma partícula complexa contendo uma primase, co- 
nhecida como primossomo. As fitas ( + ) de 4>X174 são sintetizadas 
de acordo com o modelo de replicação de DNA por círculo rolante 
com alça, sobre moldes de fita (-) da forma replicativa, em um pro- 
cesso que é dirigido pela proteína do gene A, específico do vírus. 

O cromossomo de E. coli é replicado bidirecionalmente no 
modo 0 a partir de uma única origem, oriC. Essa é reconhecida pela 
proteína DnaA, que juntamente com a proteína DnaC posiciona a 
helicase DnaB na forquilha de replicação em desenvolvimento. A 
síntese da fita-líder é provavelmente iniciada pelo trabalho conjun- 
to da RNA-polimerase e da primase, enquanto os fragmentos de 
Okazaki são iniciados pela primase do primossomo. A iniciação 
descontrolada da replicação do DNA é impedida pelo sequestra- 
mento do oriC recém- sintetizado e, portanto, hemimetilado, feito 
pela proteína associada à membrana SeqA, que impede que o oriC 
fique totalmente metilado em seus múltiplos sítios GATC. O gram- 
po deslizante p 2 , que é responsável pela processividade da Pol III, 6 
posicionado sobre o DNA pelo carregador do grampo -y 3 S8' em um 
processo movido por ATP. A subunidade 8, quando exposta pela 
ligação de ATP às subunidades y, atua como uma “chave inglesa” 
molecular para abrir o grampo deslizante e, assim, permitir a entra- 
da de um DNA -molde de fita simples. A terminação da replicação é 
facilitada pela proteína Tus, que, ao ligar-se a um sítio Ter orientado 
adequadamente, para o movimento de uma forquilha de replicação 
por meio de sua ligação com a helicase DnaB. A grande complexi- 
dade do processo de replicação do DNA garante a enorme fidelida- 
de necessária para a manutenção da integridade do genoma. 

4 Repií cação eucariótica A progressão através do ciclo celular 
eucariótico é mediada por ciclinas em complexo com suas proteína- 
-cinases dependentes de ciclinas (Cdks) cognatas. A replicação do 


DNA cromossômico é iniciada pela pol a/primase, que sintetiza um 
iniciador seguido por um segmento curto de DNA. Depois, por uma 
troca de polimerase mediada pelo fator de replicação C (RFC), o 
carregador do grampo eucariótico, a pol 8 sintetiza processivamente 
ambas as fitas, a líder e a tardia, em complexo com o PCNA, o gram- 
po deslizante eucariótico. 

O DNA cromossômico eucariótico é sintetizado em múltiplos 
segmentos que contêm origens, conhecidos como replicons. Apesar 
disso, o DNA cromossômico é sintetizado apenas uma única vez por 
ciclo celular. A re -replicação do DNA é impedida porque a iniciação 
da replicação é licenciada somente na fase G, do ciclo celular, pela 
formação do complexo pré-replicativo (pré-RC). Porém, o DNA é 
sintetizado somente na fase S, pela ativação do pré-RC. O pré-RC 
é montado na fase Gj pela ligação do complexo de reconhecimento 
da origem (ORC) a uma origem, o qual recruta a Cdc6/Cdcl8 e a 
Cdtl, às quais se segue o complexo MCM, a helicase replicativa. A 
ativação do pré-RC inicia na fase S com a adição da McmlO, seguida 
pela fosforilação de muitas das subunidades do pré-RC pelas Cdks 
e pela DdK. A Cdc45 então se liga, seguida pela pol a/primase, pela 
pol e, pelo PCNA e pela proteína de replicação A (RPA), a corres- 
pondente da SSB, para gerar o complexo de iniciação ativo. A re-re- 
plicação é impedida pelas ações de Cdks, que causam a eliminação 
de Cdc6/Cdcl8 e inibem a atividade de helicase do complexo MCM. 
Nas células de metazoários, a re-replicação também é impedida pela 
ligação da geminina à Cdtl. O DNA mitocondrial é replicado pela 
DNA-polimerase y através de um processo no qual os fragmentos 
de Okazaki são inteiramente RNA. 

Retrovírus produzem DNA a partir de moldes de RNA, em 
uma sequência de reações catalisadas pela transcriptase reversa. O 
DNA telomérico, ura octâmero repetitivo rico em G na fita termi- 
nada em 3', é sintetizado pela telomerase, uma enzima que contém 
RNA. A telomerase está ativa em células germinativas, mas não 
em células somáticas, um fenômeno que é, pelo menos em parte, 
responsável pela senescência celular e pelo envelhecimento. A ob- 
servação de que a telomerase está ativa em praticamente todas as 
células cancerosas sugere que a inativação da telomerase seja uma 
defesa contra o desenvolvimento do câncer. As extremidades livres 
do DNA dos telômeros são cobertas para evitar que elas acionem 
pontos de verificação de DNA danificado. O heterodímero TEBP 
do telômero de O. nova liga-se tanto a fitas simples de DNA telo- 
mérico como a um dímero contendo um quarteto G. Seu corres- 
pondente em seres humanos e leveduras são Potl e TPP1. G DNA 
telomérico forma alças T. Essas alças são formadas pela invasão 
mediada por TRF2 do dsDNA repetitivo telomérico pela projeção 
telomérica 3', para produzir uma alça D. POT1, TPP1, TRF1, jun- 
tamente com TRF2, TIN2 e RAP1, formam um complexo sobre 
o telômero chamado de shelterina, que funciona para proteger os 
telômeros dos processos de reparo e para limitar o tamanho dos 
telômeros. 

5 Reparo do DNA As células possuem uma grande variedade de 
mecanismos de reparo do DNA. Lesões no DNA podem ser dire- 
tamente revertidas, como na fotorre ativação de dímeros de pirimi- 
dina induzidos por UV ou no reparo de lesões de G ’-alquilguaninas 
pela transferência do grupo alquila lesivo para uma proteína de 
reparo. Dímeros de pirimidina, bem como muitos outros tipos de 
lesões no DNA, também podem ser removidos pelo sistema de re- 
paro por excisão de nucleotídeos (NER), que, em E. coli, envolve 
o sistema UvrABC. A xerodermia pigmentosa (XP), uma doença 
hereditária humana caracterizada por alterações cutâneas marcan- 
tes induzidas por UV e por uma incidência de câncer bastante au- 
mentada, é causada por defeitos em qualquer um dos sete grupos 
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de complementação que participam do sistema NER. A Síndrome 
de Cockayne está associada com defeitos nas proteínas responsá- 
veis pelo reparo acoplado à transcrição (TCR), o qual repara lesões 
em genes que são ativamente transcritos. No sistema de reparo por 
excisão de bases (BER), DNA-glicosilases removem especifica- 
mente as bases quimicamente alteradas correspondentes, inclusive 
a uracila, por meio de mecanismos que envolvem deslocamentos 
(flip-outs) das bases para a formação de sítios AP. Os sítios AP são 
clivados de um lado por uma AP-endonuclease, removidos junta- 
mente com resíduos adj acentes por uma exonuclease e substituídos 
pelas ações de uma DNA-polimerase e de uma DNA-ligase. No re- 
paro de malpareamentos (MMR), são corrigidas bases malp areadas 
que surgem devido a erros de replicação. Na MMR de E. coli, MutS 
e MutL ligam-se ao malpareamento e, depois, identificam a fita- 
-filha, a que contém o erro, verificando qual das fitas do palíndro- 
mo GATC hemimetilado mais próximo não está me tilada. A MutH 
então cliva essa fita, que é removida até depois do malpareamento 
e substituída. 

Lesões no DNA em E. coli induzem a resposta SOS, um pro- 
cesso mediado pela LexA e pela Rec A no qual as DNA-polimerases 
de desvio sujeitas a erro, a Pol IV e a Pol V, replicam um DNA- 
molde danificado, mesmo que ele não forneça qualquer informa- 
ção de qual base deve ser incorporada. O reparo de quebras na fita 
dupla (DSB) pela união de extremidades não homólogas (NHEJ) é 
facilitada pela proteína Ku, que mantém as duas extremidades do 
dsDNA unidas para a ligação pela DNA-ligase IV em complexo 
com a Xrcc4. A alta correlação entre mutagênese e carcinogênese 
permite a detecção de carcinógenos pelo teste de Ames. 

6 Recombinação e elementos genéticos móveis A informação 
genética pode ser permutada entre sequências de DNA homólogas 
pela recombinação homóloga, um processo que ocorre de acordo 
com o modelo de Holliday. Em E. coli , a invasão da fita para for- 
mar junções de Holliday é mediada pela RecA, que se liga a cortes 
de fita simples gerados previamente pela RecB CD. A migração da 
ramificação é comandada pela RuvAB, a qual consiste em um ho- 
motetrâmero (ou um homo-octâmero) da RuvA que se liga tanto à 
junção de Holliday como a dois hexâmeros da RuvB posicionados 
de maneira oposta. Em um processo movido por ATP, os hexâme- 
ros da RuvB giram (de fato) de maneira oposta, para impulsionarem 
as hastes de dsDNA para o centro da junção de Holliday à qual a 
RuvA está ligada. Lã, cada uma das fitas simples da junção troca 
de parceira de pareamento de bases, para formar novas hastes de 
dsDNA que são transladadas em direção à periferia do complexo. A 
junção de Holliday é finalmente resolvida em seus dsDNAs compo- 
nentes pela RuvC e selala pela DNA-ligase. 


A função principal da recombinação homóloga é o reparo 
de forquilhas de replicação danificadas resultantes do encontro de 
replissomos com lesões de fita simples ou quebras não reparadas. 
DSBs podem ser religadas por um processo de reparo por recombi- 
nação chamado de união de extremidades homólogas. 

Cromossomos e plasmídeos podem ser rearranjados pela ação 
de transposons. Esses segmentos de DNA contêm genes que codifi- 
cam as proteínas que fazem a mediação do processo de transposição, 
além de outros genes. A transposase do Tn5 cataüsa a transposição 
de corte e colagem do transposon Tn5. A transposição replicativa 
ocorre por meio da intermediação de cointegrados, que são resol- 
vidos pela ação de enzimas, como a resolvase yô. A transposição 
pode ser importante na evolução de cromossomos e plasmídeos e 
tem sido implicada no controle da expressão fenotípica, como na 
alternância de fases em Salmonella, um processo que é catalisado 
pela DNA-invertase Hin, uma homóloga da resolvase yS. Membros 
da família de proteínas da integrase de como a recombinase Cre, 
inserem segmentos de dsDNA em seus sítios-alvo em uma via que 
tem como intermediário uma junção de Holliday, na qual são for- 
madas ligações covalentes transitórias entre o sítio ativo da cadeia 
lateral de um resíduo de Tyr e os grupos 3'-OH dos sítios de cli- 
vagem. Retrotransposons realizam a transposição por meio de um 
intermediário de RN A. Muitos retrotransposons, como o Tyl de 
levedura, são retrovírus “internos”, que podem ser replicados so- 
mente dentro de um genoma. Retrotransposons não virais, como os 
LINEs, os transposons dominantes do genoma humano, possuem 
um mecanismo de transposição diferente. 

7 Metilação do DNA e expansões de repetições trinucleotídicas 

O DNA procariótico pode ser metilado em suas bases de A ou C. 
Isso impede a ação de endonucleases de restrição e permite o re- 
paro correto de malpareamentos na fita de DNA recém-replicada. 
Na maioria dos eucariotos, a metilação do DNA, que ocorre princi- 
palmente em ilhas de CpG, pela formação de m : ’C, foi implicada no 
controle da expressão gênica e, pela metilação de manutenção, no 
imprinting genômico. 

Mais de 30 doenças hereditárias, a maioria neurológicas, in- 
cluindo a síndrome do X frágil, a distrofia miotônica e a doença de 
Huntington, são caracterizadas pela expansão geneticamente bi- 
zarra de segmentos de (CNG)„. Se uma trinca repetitiva expandida 
ocorre em uma região não codificadora a montante de um gene, a 
sua metilação aberrante pode, talvez por meio de imprinting genô- 
mico, levar ao silenciamento transcricional desse gene. Se, ao invés 
disso, a repetição expandida manifesta-se como um segmento de 
poli(Gln) em uma proteína, os agregados proteicos resultantes po- 
dem matar os neurônios nos quais ela ocorre. 
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PROBLEMAS 


1. Explique como determinadas variedades mutantes da Pol I 
podem ser praticamente desprovidas de atividade de DNA-polime- 
rase, mas mantêm níveis quase normais de atividade exonucleásica 
5' -> 3'. 

2. Por que não foram encontrados mutantes da Pol I que não 
apresentam qualquer atividade 5' — » 3' em todas as temperaturas? 

3. Por que as topoisomerases do tipo I não são necessárias na re- 
plicação do DNA em E. colil 

*4. A atividade da exonuclease 3' — > 5' da Pol I remove apenas 
nucleotídeos 3 '-terminais não p areados do DNA, enquanto a ativi- 


dade de pirofosforólise dessa enzima remove apenas nucleotídeos 
3 '-terminais adequadamente pareados. Discuta o significado mecâ- 
nico desse fenômeno em termos da reação de polimerização. 

5. Você isolou linhagens de E. coli com mutações sensíveis à tem- 
peratura nos seguintes genes. Quais serão os seus fenótipos em tem- 
peraturas acima de suas respectivas temperaturas restritivas? Seja 
específico, (a) dnaB , (b) dnaE, (c) dnaG, (d) lig, (e) polA, (f) rep, 
(g) ssb e (h) recA. 

6 . Aproximadamente, quantos fragmentos de Okazaki são sinte- 
tizados na replicação de um cromossomo de E. colil 



Bioquímica 1259 


*7. Quais são os números mínimo e máximo de forquilhas de re- 
plicação que ocorrem em um cromossomo contínuo de uma E. coli 
que está se dividindo a cada 25 minutos; e a cada 80 minutos? 

8, Para colocar o sistema de replicação de E. coli em uma escala 
humana, imagina-se que o diâmetro de 20 A do B-DNA foi amplia- 
do para 1 m. Se tudo fosse ampliado proporcionalmente, cada ho- 
loenzima DNA-polimerase III teria aproximadamente o tamanho 
de um caminhão de porte médio. Em um sistema ampliado como 
esse: (a) Quão rapidamente estaria se movendo cada replissomo? 
(b) Ao longo de que distância cada replissomo se deslocaria durante 
um ciclo completo de replicação? (c) Qual seria a extensão de um 
fragmento de Okazaki? (d) Qual seria a distância média percorrida 
por um replissomo entre cada erro que ele cometesse? Forneça as 
suas respostas em km/hr e km. 

9. Por que dsDNAs lineares, como o que ocorre no bacteriófago 
T7, não podem ser replicados completamente apenas pelas proteí- 
nas codificadas por E. coli? 

*10. Qual é a meia-vida de uma determinada base púrica do geno- 
ma humano, assumindo-se que ela esteja sujeita apenas à despurina- 
ção espontânea? Que fração das bases púricas do genoma humano 
terá sido despurinada no decorrer de uma única geração (assumida 
como sendo de 25 anos) ? Os DNAs de múmias egípcias de ~ 4.000 
anos de idade foram sequenciados. Assumindo-se que a mumifica- 
ção não tenha tornado mais lenta a velocidade de despurinação do 
DNA, que fração das bases púricas originalmente presentes na mú- 
mia ainda estaria intacta atualmente. 

11. Por que a metilação do DNA para formar O -metilguanina é 
mutagênica? 

12. Uma forquilha de replicação ao encontrar uma lesão de fita 
simples pode tanto se dissociar como deixar uma lacuna de fita sim- 
ples. Esse último processo tem maior probabilidade de ocorrer du- 
rante a síntese da fita tardia do que durante a síntese da fita-líder. 
Explique. 

13. O genoma de E. coli contém 1.009 sequências Chi. Essas se- 
quências ocorrem ao acaso ou, caso contrário, o quão mais ou me- 
nos frequentes ela são em relação à frequência esperada para uma 
distribuição aleatória? 

14. Deinococcus radiodurans, que o Guinness Book of World 
Records (o Livro dos Recordes) considerou como sendo a bactéria 
mais resistente do mundo, pode tolerar doses de radiação ionizante 
3.000 vezes maiores do que aquelas que são letais para seres huma- 
nos (ela foi descoberta inicialmente multiplicando-se em uma lata 
de carne moída que havia sido “esterilizada” por radiação). Ela pa- 
rece possuir diversas estratégias para o reparo de danos por radia- 
ção ao seu DNA (que é fragmentado em muitos pedaços por altas 
doses de radiação ionizante), inclusive um número particularmente 
grande de genes que codificam proteínas envolvidas no reparo do 
DNA e de 4 a 10 cópias de seu genoma, que consiste em dois cro- 
mossomos circulares e dois plasmídeos circulares, por célula. Ainda 
assim, apenas essas estratégias não explicam a enorme resistência 
de D. radiodurans a elevadas doses de radiação. Porém, em uma 


estratégia adicional, ela organiza os seus múltiplos círculos de dsD- 
NA idênticos em pilhas nas quais, acredita-se, os genes idênticos nos 
círculos vizinhos ficam alinhados lado a lado. Como essa última es- 
tratégia auxiliaria D. radiodurans a reparar de maneira eficiente o 
seu DNA fragmentado? 

15. Ilhas de CpG ocorrem nos genomas eucarióticos com uma 
frequência de aproximadamente um quinto da frequência aleatória 
esperada para elas. Sugira um processo evolutivo (mutacional) que 
elimine ilhas de CpG. 

16. ExpÜque por que a breve exposição de uma cultura de células 
eucarióticas à 5-azacitosina resulta em alterações fenotípicas perma- 
nentes nessas células. 

17. Explique por que estruturas qui, como aquela mostrada na Fig. 
30.70b, possuem dois pares de braços com a mesma extensão. 

* 18. DNAs circulares de fita simples contendo um transposon apre- 
sentam uma estrutura de haste-e-alça dupla característica, como 
aquela mostrada na Fig. 30.106. Qual é a base física dessa estrutura? 



FIGURA 30.106 Micrografia eletrônica de um DNA circular 
de fita simples contendo um transposon. (Cortesia de Stanley 
N. Cohen, Stanford University School of Medicine, EUA.) 


19. Um transposon composto integrado em um plasmídeo circu- 
lar ocasionalmente leva à transposição do DNA correspondente ao 
plasmídeo original, ao invés da transposição da região central do 
transposon. Explique como isso é possível. 

*20. A recombinase Cre possui uma função adicional àquela de 
circularizar o dsDNA linear do PI (Fig. 30.96). Ela também é ne- 
cessária para resolver os dímeros circulares de plasmídeos PI que 
resultam do reparo por recombinação durante a replicação, o que 
permite que ambas as células-filha recebam uma cópia do plasmí- 
deo Pl. Usando diagramas lineares simples, esquematize como esses 
plasmídeos tornam-se dimerizados e como a Cre os resolve em mo- 
no meros circulares. 
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Transcrição 


1 0 papel do RNA na síntese de proteínas 

A. Indução enzimática 

B. RNA mensageiro 

2 RNA-Poiimerase 

A. Ligação ao molde de DNA 

B. Iniciação da cadeia 

C. Alongamento da cadeia 

D. Terminação da cadeia 

E. RNA-polimerases eucarióticas 

3 Controle da transcrição em procaríotos 

A. Promotores 

B. Repressor lac I: Ligação 

C. Repressão catabólica: Um exemplo de ativação de genes 

D. Interações proteína-DN A sequência-específicas 

E. Óperon araBAD: Controle positivo e negativo pela mesma 
proteína 

F. Repressor lac II: Estrutura 

G. Óperon trp : Atenuação 

H. Riboswitches são RNAs sensíveis a metabólitos 

I. Regulação da Síntese de RNA Ribossômico: A resposta 
estringente 

4 Processamento pós-transcricional 

A. Processamento do RNA mensageiro 

B. Processamento do RNA ribossômico 

C. Processamento do RNA de transferência 


Existem três grandes classes de RNA, todas participantes da 
síntese de proteínas: RNA ribossômico (rRNA), RNA de 
transferência (tRNA) e RNA mensageiro (mRNA). Todos 
estes RNAs são sintetizados sob a direção de fitas-molde de 
DNA, processo conhecido como transcrição. 

O envolvimento dos RNAs na síntese de proteínas 
tornou-se evidente no final de 1930 pelas investigações de 
Torbjõm Caspersson e Jean Brachet. Caspersson, utilizando 
técnicas de microscopia, descobriu que o DNA está confina- 
do quase que exclusivamente no núcleo de células eucarió- 
ticas, enquanto o RNA ocorre de forma abundante no cito- 
sol. Brachet, que inventou métodos para o fracionamento de 
organelas celulares, chegou a conclusões similares com base 
em análises químicas diretas. Ele descobriu, adicionalmen- 
te, que as partículas de RNA contidas no citosol são tam- 
bém ricas em proteínas. Ambos investigadores notaram que 
as concentrações dessas partículas RNA-proteína (as quais 
foram posteriormente denominadas ribossomos) são corre- 


lacionadas com a taxa com que a célula sintetiza proteínas, 
concluindo existir uma relação entre RNA e síntese de pro- 
teínas. De fato, Brachet chegou a sugerir que as partículas 
RNA-proteína são o local da síntese de proteínas. 

A sugestão de Brachet foi comprovada quando aminoá- 
cidos marcados radiativamente tornaram-se disponíveis na 
década de 1950. Pouco tempo após a injeção de aminoácidos 
marcados em um rato, a maior parte dessas marcações foi 
incorporada a proteínas que estavam associadas a ribosso- 
mos. Esse experimento também demonstrou que a síntese 
de proteínas não é imediatamente dirigida pelo DNA porque, 
ao menos em eucariotos, DNA e ribossomos nunca estão em 
contato. 

Em 1958, Francis Crick resumiu as relações de difícil 
compreensão entre DNA, RNA e proteína, as quais denomi- 
nou de dogma central da biologia molecular: o DNA dirige 
sua própria replicação e sua transcrição para RNA, o qual, 
por sua vez, dirige sua tradução para proteínas (Fig. 5.21). 

O uso peculiar da palavra “dogma”, cuja definição é 
uma doutrina religiosa para a qual o verdadeiro crente não 
pode duvidar, estabeleceu-se por um equívoco. Quando 
Crick formulou o dogma central, ele tinha a impressão de 
que dogma queria dizer “uma ideia para a qual não havia 
evidência razoável”. 

Este capítulo inicia pela discussão de experimentos que 
levaram à elucidação do papel central do mRNA na sínte- 
se de proteínas. Em seguida, será estudado o mecanismo de 
transcrição e seu controle em procariotos. Finalmente, na 
última seção, será considerado o processamento pós-trans- 
cricional do RNA em procariotos e eucariotos. Tradução é 

0 assunto do Capítulo 32. Estes assuntos foram superficial- 
mente abordados na Seção 5.4. Aqui o importante é se deter 
a eles de forma muito mais detalhada. 

1 O PAPEL DO RNA NA SÍNTESE DE PROTEÍNAS 

A ideia de que proteínas são especificadas pelo mRNA e 
sintetizadas em ribossomos surgiu com o estudo da indução 
enzimática, um fenômeno pelo qual bactérias modificam as 
taxas de síntese de enzimas específicas em resposta a mudan- 
ças ambientais. Nesta seção, serão discutidos os experimen- 
tos clássicos que explicaram as bases da indução enzimática e 
que revelaram a existência do mRNA. Haverá uma demons- 
tração de que a indução enzimática ocorre como consequên- 
cia da regulação da síntese de mRNA por proteínas que se li- 
gam especificamente aos DNAs-molde desses mRNAs. 
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A. Indução Enzimática 

E. coli pode sintetizar um número estimado de —4.300 po- 
lipeptídeos diferentes. Pode haver, entretanto, uma enorme 
variação nas quantidades desses diferentes polipeptídeos que 
são produzidos. Por exemplo, as diversas proteínas ribossô- 
micas podem, cada uma, estar presente em mais de 10.000 
cópias por célula, considerando que o número de proteínas 
regulatórias (ver a seguir) normalmente ocorre em < 10 
cópias por célula. Muitas enzimas, particularmente aquelas 
envolvidas nas funções celulares básicas, são sintetizadas em 
taxas mais ou menos constantes; elas são chamadas de enzi- 
mas constitutivas. Outras enzimas, denominadas adaptáveis 
ou enzimas induzíveis, são sintetizadas em taxas que variam 
de acordo com as circunstâncias celulares. 


indutor fisiológico do sistema lactose, o isômero da lactose 

1,6-alolactose, 



1,6-Alolactose 

surge da transglicosilação ocasional da lactose pela p-galac- 
tosidase. A maioria dos estudos experimentais realizados 
sobre o sistema lactose utilizou o isopropiltiogalactosídeo 
(IPTG), 


a. Enzimas do metabolismo de lactose são Induzíveis 
As bactérias, conforme foi reconhecido desde 1900, adap- 
tam-se ao seu ambiente pela produção de enzimas que meta- 
bolizam determinados nutrientes como, por exemplo, a lac- 
tose, mas apenas quando essas substâncias estão disponíveis. 
E. coli multiplicadas na ausência de lactose são inicialmente 
incapazes de metabolizar esse dissacarídeo. Para fazê-lo, elas 
requerem a presença de duas proteínas: p-galactosidase, que 
catalisa a hidrólise da lactose aos seus monossacarídeos com- 
ponentes, 



h 2 o 


J3 -galactosidase 




e a galactosídeo-permease (também conhecida como lac- 
tose-permease; Seção 20.4B ), que transporta lactose para o 
interior da célula. E. coli multiplicadas na ausência de lac- 
tose contêm apenas poucas (< 5) moléculas dessas proteí- 
nas. Porém, poucos minutos após a lactose ser introduzida 
no meio, E. coli aumenta a taxa de síntese dessas proteínas 
em —1.000 (de forma que a p-galactosidase pode representar 
mais de 10% de suas proteínas solúveis) e mantém este ritmo 
até que a lactose não esteja mais disponível. A taxa de sín- 
tese, então, retorna para o nível basal minúsculo (Fig. 31.1). 
Essa habilidade de produzir uma série de proteínas somente 
quando as substâncias que elas metabolizam estão presentes 
permite à bactéria adaptar-se ao seu ambiente sem a necessi- 
dade debilitante da síntese contínua de grandes quantidades de 
outras substâncias desnecessárias. 

A lactose ou um de seus produtos metabólicos deve, de 
alguma forma, disparar a síntese das proteínas anteriormente 
mencionadas. Tal substância é conhecida como indutor. O 



isopropiltiogalactosídeo (IPTG) 

um potente indutor que estruturalmente assemelha-se à alo- 
lactose, mas que não é degradado pela p-galactosidase. 

Os indutores do sistema lactose também estimulam a 
síntese da tiogalactosídeo-transacetilase, uma enzima que, in 
vitro, transfere um grupo acetil proveniente da acetil-CoA 
para o grupo C6-OH do p-tiogalactosídeo como o IPTG. 
Uma vez que o processo de fermentação da lactose ocorre 
normalmente na ausência da tiogalactosídeo-transacetilase, 
entretanto, o papel fisiológico dessa enzima é desconhecido. 

b. Os genes do sistema /ac formam um óperon 

Os genes que especificam a p-galactosidase, a galactosídeo- 
-permease e a tiogalactosídeo-transacetilase do tipo selva- 
gem são designados Z + , Y + e A + , respectivamente. O ma- 
peamento genético dos mutantes defectivos Z ” , Y~ e A ~ 



FIGURA 31.1 A cinética da indução da p-galactosidase em E. 
coli. (Segundo Cohn, M., Bacteriol Rev. 21, 156 [1957].) 
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FIGURA 31.2 Mapa genético do óperon lac de E. coli. O 

mapa apresenta os genes codificadores de proteínas que fazem 
a mediação do metabolismo da lactose e os sítios genéticos que 
controlam sua expressão. Os genes Z, Y e A, respectivamente, 
codificam (3-galactosidase, galactosídeo-permease e tiogalacto- 
sídeo transacetilase. 


indicaram que esses genes estruturais (genes que especificam 
polipeptídeos) lac estão arranjados de forma contígua no 
cromossomo de E. coli (Fig. 31.2). Esses genes, em conjunto 
com os elementos controladores P e O, formam uma unidade 
genética chamada de óperon, especificamente o óperon lac. A 
natureza dos elementos controladores é discutida a seguir. 
O papel dos óperons na expressão gênica em procariotos é 
examinado na Seção 31.3. 

c. As bactérias podem transmitir genes via conjugação 
Um importante indício de como E. coli sintetiza proteínas 
foi proporcionado por uma mutação que determina a pro- 
dução das proteínas do óperon lac em grandes quantidades 
na ausência do indutor. Esta chamada mutação constitutiva 
ocorre em um gene, designado /, que é distinto daqueles que 
especificam as enzimas lac, apesar de estar ligado firmemen- 
te a eles (Fig. 31.2). Qual é a natureza do produto do gene 
/? Esse enigma foi solucionado em 1959 por Arthur Pardee, 
François Jacob e Jacques Monod por meio de um engenhoso 
experimento que é conhecido como experimento PaJaMo. 
Para compreender esse experimento, entretanto, primeiro 
deve-se considerar a conjugação bacteriana. 

A conjugação bacteriana é um processo, descoberto em 
1946 por Joshua Lederberg e Edward Tatum, por meio do 
qual algumas bactérias podem transferir informações gené- 
ticas para outras. A habilidade para conjugar (“acasalar") é 
conferida a uma bactéria que, de outra forma seria indiferen- 
te, por um plasmídeo chamado de fator F (de /ertilidade). 
Bactérias que possuem o fator F (designadas F r ou macho) 
são cobertas por proj eções semelhantes a pelos conhecidas 



FIGURA 31.3 Conjugação bacteriana. Uma micrografia ele- 
trônica colorida artificialmente mostrando uma E. coli F ! (es- 
querda) e uma F ( direita ) efetuando uma conjugação sexual. 
(Dennis Kunkel/Phototake.) 


por pili F. Essas projeções ligam receptores celulares de su- 
perfície em bactérias que não possuem o fator F (F ” ou fê- 
mea), o qual conduz a formação de uma ponte citoplasmática 
entre estas células (Fig. 31.3). O fator F, então, replica-se e, 
à medida que uma nova fita simples é formada, ela é trans- 
ferida pela ponte citoplasmática para a célula F“ onde a fita 
complementar é sintetizada (Fig. 31.4). Esse evento converte 
a célula F em F + porque o fator F é um agente infeccioso 
(doença venérea de bactérias?). 


Célula F + Célula F“ 



Células F + 


FIGURA 31.4 Diagrama apresentando como uma célula F ~ 
adquire um fator F de uma célula F + . Uma fita simples do fa- 
tor F é replicada, por meio do método círculo rolante (Seção 
30.3Bb), e é transferida à célula F onde sua fita complementar 
é sintetizada para formar um novo fator F. 
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Em ocasiões muito raras, o fator F integra- se esponta- 
neamente ao cromossomo da célula F r . Na célula resultante 
Hfir (alta frequência de recombinação, de high frequency of 
recombination ) o fator F comporta-se do mesmo modo que 
no estado autônomo. A replicação do fator F começa em um 
ponto interno específico e a seção replicada passa pela ponte 
citoplasmática para a célula F~, onde a fita complementar é 
sintetizada. Nesse caso, entretanto, o cromossomo replicado 
da célula Hfr é também transferido para a célula F ” (Fig. 
31.5). Genes bacterianos são transferidos da célula Hfr para 
a célula F em uma ordem estabelecida. Isso ocorre pelo fato 
de o fator F em uma determinada linhagem Hfr estar integra- 
do no cromossomo bacteriano em um sítio específico e pela 


Cromossomo 




Interrupção do acasalamento 
e recombinação genética 



FIGURA 31.5 Transferência do cromossomo bacteriano de 
uma célula Hfr para uma célula F e sua subsequente recombi- 
nação com o cromossomo F _ . Aqui, as letras gregas represen- 
tam genes do fator F, as letras maiúsculas romanas representam 
genes bacterianos da célula Hfr e as letras minúsculas romanas 
correspondem aos alelos da célula F Visto que a transferên- 
cia cromossômica, que começa dentro do fator F, raramente é 
completa, o fator F completo raramente é transferido. Por isso 
a célula receptora geralmente permanece F . 


razão de que somente uma fita particular do DNA cromos- 
sômico de Hfr é replicada e transferida para a célula F . Em 
geral, somente parte do cromossomo bacteriano Hfr é trans- 
ferida durante a conj ugação sexual porque a ponte citoplas- 
mática quase sempre se quebra ou desliga-se em algum mo- 
mento ao longo dos —90 minutos necessários para completar 
o processo de transferência. No merozigoto resultante (uma 
bactéria parcialmente diploide), o fragmento cromossômico 
que não possui o fator F completo não é capaz de transfor- 
mar uma célula F ” para Hfr e tampouco é subsequentemen- 
te replicado. Entretanto, ocorre recombinação do fragmento 
cromossômico transferido com o cromossomo da célula F~ 
(Seção 30-6A) fixando, desse modo, de forma permanente 
algumas características da linhagem Hfr na célula F” . 

O fator F integrado ao cromossomo de uma célula Hfr 
ocasionalmente sofre uma excisão espontânea para produzir 
uma célula F . Em raros eventos, o fator F sofre uma exci- 
são aberrante de maneira que uma porção do cromossomo 
bacteriano adjacente é incorporada no subsequente fator F 
de replicação autônoma. Bactérias que carregam esse assim 
chamado fator F' são permanentemente diploides para os ge- 
nes bacterianos presentes no fator F'. 

d. O repressor lac Inibe a síntese de proteínas do Óperon /ac 

No experimento PaJaMo, bactérias de genótipo I + Z foram 
acasaladas com uma linhagem F - de genótipo I Z ~ na au- 
sência de indutor enquanto a atividade de (3-galactosidase 



FIGURA 31.6 O experimento de PaJaMo. Esse experimento 
demonstra a existência do repressor lac pelo aparecimento da p-ga- 
lactosidase nos merozigotos transitórios (diploides parciais) forma- 
dos pelo acasalamento das doadoras Hfr V Z' com as receptoras 
I, Z eF .A linhagem F era também resistente ao bacteriófago 
T6 e a estreptomidna, enquanto a linhagem Hfr era sensível a es- 
ses agentes. Ambos os tipos de células cresceram e se acasalaram 
na ausência de indutor. Após ter passado tempo suficiente para 
a transferência dos genes lac, as células Hfr foram seletivamente 
mortas pela adição de fago T6 e estreptomicina. Na ausência do 
indutor ( curva abaixo), a síntese de (3-galactosidase começou mais 
ou menos ao tempo em que os genes lac foram introduzidos nas cé- 
lulas F ", mas parou após —1 hora. Se o indutor for adicionado logo 
após os doadores Hfr terem sido mortos ( curva acima), a síntese 
de enzimas continua sem decrescer. Isso demonstra que o cessar da 
síntese de [3-galactosidase em células não induzidas não é atribuído 
à perda intrínseca da habilidade em sintetizar essa enzima, mas sim 
à produção de um repressor especificado pelo gene / . (Segundo 
Pardee, A.B., Jacob, F., e Monod, J Biol. 1, 173 [1959].) 
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da cultura foi monitorada (Fig. 31.6). Inicialmente, como 
esperado, não havia atividade de p-galactosidase porque as 
células doadoras Hfr não dispunham de indutor e as célu- 
las receptoras F ~ eram incapazes de produzir a enzima ativa 
(somente DNA passa através da ponte citoplasmática que 
conecta as bactérias). Aproximadamente 1 hora depois de 
iniciada a conjugação, contudo, quando os genes I Z + re- 
cém haviam entrado nas células F~, iniciou-se a síntese da 
p-galactosidase, encerrando-se somente após mais uma hora, 
aproximadamente. A explicação para essas observações é 
que o gene Z doado, ao entrar no citoplasma de uma célula 
r, dirige a síntese da p-galactosidase de maneira constituti- 
va. Somente após o gene F doado ter tido tempo suficiente 
para ser expresso é que ele é capaz de reprimir a síntese de 
p-galactosidase. O gene F deve , portanto, dar origem a um 
produto difusível, o repressor lac, o qual inibe a síntese da 
$-galacto sidas e (e de outras proteínas lac). Indutores como o 
IPTG inativam temporariamente o repressor lac, enquanto 
células / sintetizam constitutivamente enzimas lac porque 
elas não dispõem de um repressor funcional. O repressor lac , 
como observaremos na Seção 31.3B, é uma proteína. 

B. RNA mensageiro 

A natureza da molécula- alvo do repressor lac foi deduzida em 
1961 por uma análise genética incisiva realizada por Jacob e 
Monod. Um segundo tipo de mutação constitutiva no sistema 
lactose, designado de O c (para operador constitutivo), para a 
qual a análise por complementação (Seção 1.4Cc) demons- 
trou ser independente do gene I, foi mapeado entre os genes I 
e Z (Fig. 31.2). Na linhagem F' parcialmente diploide O c Z ~! F 
O Z\ a atividade da p-galactosidase é induzível por IPTG, 
enquanto a linhagem O c Z fF O Z" sintetiza essa enzima de 
forma constitutiva. Um gene O pode, portanto, controlar a 
expressão de um gene Z somente sobre o mesmo cromossomo. 
O mesmo é verdadeiro para os genes cA : . 

As observações de Jacob e Monod os levaram a concluir 
que as proteínas são sintetizadas em um processo de dois 
estágios: 

1. Os genes estruturais no DNA são transcritos em fitas 
complementares de RNA mensageiro (mRNA). 

2. Os mRNAs associam-se transitoriamente com ribosso- 
mos, os quais dirigem a síntese de polipeptídeos. 

Essa hipótese explica o comportamento do sistema lac 
previamente esboçado na Seção 5.4Ab (Fig. 5.25; dfO, Ver 
Exploração guiada 2: Regulação da expressão de genes pelo sistema 
repressor /ac) Na ausência do indutor, o repressor lac liga-se 
especificamente ao gene O (o operador) prevenindo, assim, 
a transcrição enzimática do mRNA. Ao ligar-se ao indutor, 
o repressor dissocia-se do operador, permitindo, assim, a 
transcrição e a subsequente tradução das enzimas lac. O sis- 
tema operador-repressor-indutor, portanto, atua como um 
interruptor molecular de maneira que o operador lac pode 
controlar somente a expressão de enzimas lac no mesmo 
cromossomo. Os mutantes O c sintetizam constitutivamente 
enzimas lac porque eles são incapazes de ligar o repressor. 
A expressão coordenada (simultânea) de todas as três enzi- 
mas lac sob o controle de um só sítio operador é decorrente, 
conforme teorizaram Jacob e Monod, da transcrição do ópe- 
ron lac em um só RNA policistrônico, o qual dirige a síntese 


ribossômica de cada uma dessas proteínas (o termo cístron 
é um sinônimo um tanto arcaico para gene). Esse mecanis- 
mo de controle transcricional será mais discutido na Seção 
31.3. (Sequências de DNA que estão na mesma molécula 
de DNA são chamadas “em cis” [do latim: do mesmo lado 
de] , enquanto aquelas dispostas em diferentes moléculas de 
DNA podem ser chamadas “em trans” [do latim: do outro 
lado]). Sequências-controle como o gene O, as quais só são 
ativas na mesma molécula de DNA na qual estão os genes 
por elas controlados, são chamadas de elementos de regula- 
ção em cis. Genes como o lacl, que especificam a síntese de 
produtos difusíveis e, por essa razão, podem estar localizados 
em diferentes moléculas de DNA em relação aos genes que 
controlam, são referidos como capazes de dirigir a síntese de 
fatores de regulação em trans .) 

a. Os mRNAs possuem suas propriedades preditas 
A cinética da indução enzimática, como indicado, por 
exemplo, nas Figs. 31.1 e 31.6, requer que o mRNA postu- 
lado seja sintetizado e degradado rapidamente. Um RNA 
com turnover tão rápido foi, de fato, observado em células 
de E. coli infectadas com T2. Além disso, a composição de 
bases dessa fração de RNA assemelha-se mais àquela do 
DNA virai do que à do DNA bacteriano (deve-se ter em 
mente que as técnicas básicas de sequenciamento não se- 
riam formuladas por outros —15 anos). O RNA ribossômi- 
co, o qual corresponde a até 90% do RNA celular, é re- 
ciclado em uma razão muito mais lenta do que o mRNA. 
Os ribossomos, por essa razão, não estão permanentemente 
comprometidos com a síntese de uma proteína em particu- 
lar (uma hipótese popular por algum tempo) . Ao contrário, 
os ribossomos são sintetizadores não específicos de proteí- 
nas que produzem o polipeptídeo especificado pelo mRNA 
com o qual estão associados transitoriamente. Uma bactéria 
pode, portanto, responder em poucos minutos a mudanças 
em seu ambiente. 

Evidências em apoio ao modelo de Jacob e Monod rapi- 
damente acumularam-se. Sydney Brenner, Jacob e Matthew 
Meselson conduziram experimentos projetados para carac- 
terizar o RNA sintetizado em E. coli após a infecção pelo 
fago T4. Células de E. coli foram multiplicadas em um meio 
contendo li N e I3 C de forma a marcar todos os constituintes 
celulares com esses isótopos pesados. As células foram então 
infectadas com o fago T4 e transferidas imediatamente para 
um meio não marcado (o qual continha apenas os isótopos 
leves 14 N e l2 C) de maneira que os componentes celulares 
sintetizados antes e depois da infecção pelo fago poderiam 
ser separados por ultracentrifugação em gradiente de densi- 
dade em equilíbrio com uma solução de CsCl (Seção 6.5Bb). 
Nenhum ribossomo “leve” foi observado, o que indicou, em 
concordância com os resultados com o fago T2 anteriormen- 
te mencionados, que novos ribossomos não são sintetizados 
após a infecção pelo fago. 

O meio de cultura também continha 2 P ou 35 S de forma 
a marcar radioativamente os recém-sintetizados e supostos 
RNAs e proteínas fago-específicos, respectivamente. Grande 
quantidade do RNA marcado com 32 P foi associado, confor- 
me postulado para o mRNA, com os ribossomos “pesados” 
preexistentes (Fig. 31.7). Igualmente, as proteínas marcadas 
com 35 S foram transitoriamente associadas com, e por essa 
razão sintetizadas por, esses ribossomos. 
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FIGURA 31.7 A distribuição, em um gradiente de densidade 
de CsCl, do RNA marcado com que foi sintetizado por E. 
coli após a infecção por fago T4. O RNA livre, sendo relativa- 
mente denso, forma bandas na parte mais baixa da centrifuga- 
ção de células {esquerda). Muito do RNA, porém, é associado 
com os ribossomos “pesados” marcados com N e C que foram 
sintetizados antes da infecção por fago. A posição predita dos 
ribossomos “leves” não marcados, que não são sintetizados por 
células infectadas por fago, é também indicada. (Segundo Bren- 
ner, S., Jacob, F., e Meselson, M., Nature 190, 579 [1961].) 



FIGURA 31.8 A hibridização do RNA marcado com 2 P pro- 
duzido por E. coli infectada por T2 com o DNA de T2 marcado 

com ~H. Sob declínio radioativo, 32 P e 3 H emitem partículas 
(3 (elétrons) com energias caracteristicamente diferentes, de 
forma que esses isótopos podem ser independentemente de- 
tectados. Ainda que o RNA livre ( esquerda ) no gradiente de 
densidade de CsCl seja mais denso que o DNA, grande parte 
do RNA forma bandas com o DNA (direita). Isso indica que 
os dois polinucleotídeos hibridizaram e são portanto comple- 
mentares em sequência. (Segundo Hall, B.D., e Spiegelman, S., 
Proc. NatlAcad. Sá. 47, 141 [1961].) 


Sol Spiegelman desenvolveu a técnica de hibridização 
RNA-DNA (Seção 5.3Cb) em 1961 para caracterizar o 
RNA sintetizado por E. coli infectada por T2. Ele descobriu 
que esse RNA derivado do fago hibridizava com o DNA 
de T2 (Fig. 31.8), mas não hibridizava com DNAs de fagos 
não relacionados ou com o DNA de E. coli não infectada. 
Esse RNA deve, por essa razão, ser complementar ao DNA 
de T2 em concordância com o predito por Jacob e Monod: 
isto é, o RNA fago-específico é um mRNA. Estudos de hi- 
bridização demonstraram igualmente que os mRNAs pro- 
venientes de E. coli não infectada eram complementares a 
porções do DNA de E. coli. De fato, outros RNAs, como 
tRNAs e rRNAs, possuem sequências complementares cor- 
respondentes ao DNA proveniente do mesmo organismo. 
Portanto, todos os RNAs celulares são transcritos a partir de 
moldes de DNA. 

2 RNA-POLIMERASE 

A RNA-polimerase (RNAP), enzima responsável pela sínte- 
se de RNA dependente de DNA, foi descoberta independente - 
mente em 1960 por Samuel Weiss e Jerard Hurwitz. A enzima 
acopla os ribonucleosídeos trifosfatados ATP, CTP, GTP e 
UTP sobre moldes de DNA em uma reação que é dirigida 
pela liberação e subsequente hidrólise de PPf 

(RNA)„ resíduos + NTP v (RNA) n+lresíduos + PP, 

Todas as células contêm RNAP. Em bactérias, uma es- 
pécie dessa enzima sintetiza todos os RNAs celulares, exceto 
os RNAs iniciadores {RNA primers ) envolvidos na replica- 
ção do DNA (Seção 30.1D). Vários bacteriófagos codificam 
RNAPs que sintetizam exclusivamente RNAs fago-específi- 
cos. As células eucarióticas contêm quatro ou cinco RNAPs 
que sintetizam diferentes classes de RNA. Nesta seção, ire- 
mos considerar primeiro as propriedades das RNAPs bacte- 
rianas e, em seguida, as enzimas eucarióticas. 

A assim chamada holoenzima RNAP de E. coli é uma 
proteína de —459 kDa com uma composição em subunida- 
des do tipo a 2 pfFtiícr (Tabela 31.1), na qual as subunidades 
p e (V contêm diversos arranjos colineares de segmentos ho- 
mólogos. Uma vez iniciada a síntese de RNA, entretanto, a 
subunidade a (também chamada de fator c ou o- 70 , j á que a 
sua massa molecular é de 70 kDa) dissocia-se do núcleo da 
enzima, a 2 pfTw, o qual conduz o processo de polimerização 
propriamente dito (ver a seguir). 


TABELA 31.1 Componentes da holoenzima RNA-polimerase 



de E. coli 


Subunidade 

Número de resíduos 

Gene estrutural 

a 

329 

rpoA 

3 

1.342 

rpoB 

P' 

1.407 

rpoC 

0) 

91 

rpoZ 

70 

<T 

613 

rpsD 
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FIGURA 31.9 Uma mierografia eletrônica da holo enzima 
RNA-polimerase (RNAP) de E. coli anexada a vários sítios 
promotores sobre o DNA do bacteriófago T7. A RNAP é uma 
das maiores enzimas solúveis conhecidas. (De Williams, R.C., 
Proc., Natl., Acad. Sei. 74, 2313 [1977].) 


Micrografias eletrônicas (Fig. 31.9) indicam claramente 
que a RNAP, que possui um tamanho grande característico, 
liga-se ao DNA como um protômero. Esse grande tamanho 
é presumivelmente uma consequência das diversas funções 
complexas da holoenzima incluindo (1) ligação ao molde, (2) 
iniciação da cadeia de RNA, (3) alongamento da cadeia e (4) 
terminação da cadeia. Essas várias funções serão discutidas 
a seguir. 

A. Ligação ao moide de DNA 

A síntese de RNA é normalmente iniciada somente em sítios 
específicos do molde de DNA. Isso foi primeiramente de- 
monstrado em estudos de hibridização do DNA do bacte- 
riófago 4>X174 com o RNA produzido por E. coli infectada 
com 4>X174. O bacteriófago 4>X174 contém uma só fita de 
DNA, conhecida como fita ( + ) . Em sua injeção em E. coli , 
a fita ( + ) dirige a síntese da fita complementar ( - ) com a 
qual se combina para formar um DNA duplo circular co- 
nhecido como forma replicativa (Seção 30.3Ba). O RNA 
produzido por células de E. coli infectadas pelo 4>X174 não 
hibridiza com o DNA de fagos intactos, mas hibridiza com a 
forma replicativa desse DNA. Desse modo, só a fita (-) do 
DNA de (|>X174, a chamada fita antissenso, é transcrita, isto 
é, atua como molde; a fita (+), a fita senso (ou fita codifi- 
cadora; assim chamada por ter a mesma sequência do RNA 
transcrito), não porta-se dessa forma. Estudos similares 
indicam que em fagos maiores, como T4 e as duas fitas 
do DNA virai são fitas antissenso (molde) para diferentes 
conjuntos de genes. O mesmo é verdade para organismos 
celulares. 

a. A holoenzima se liga especificamente a promotores 

A RNA-polimerase se liga aos seus sítios de iniciação por se- 
quências de bases conhecidas como promotores e que são reco- 


nhecidas pelo fator a correspondente. A existência de promoto- 
res foi originalmente sugerida por mutações que aumentam ou 
reduzem a taxa de transcrição de certos genes, incluindo aque- 
les do óperon lac. O mapeamento genético de tais mutações in- 
dicou que o promotor consiste em uma sequência de —40 pares 
de bases (pb) localizada no lado 5' do sítio de início da transcri- 
ção. (Por convenção, a sequência do DNA-molde é represen- 
tada por sua fita senso [não molde] de forma que ela tenha a 
mesma direcionalidade do RNA transcrito. A um par de bases 
da região promotora é designado um número positivo ou ne- 
gativo que indica a sua posição, a montante [upstream] ou a j u- 
sante [dowstream] na direção do movimento da RNAP, a par- 
tir do primeiro nucleotídeo que é transcrito a RNA; esse sítio 
de iniciação é +1 e não há 0.) O RNA, como será visto, é sinte- 
tizado na direção 5' — >3' (Seção 31. 2C). Consequentemente, o 
promotor localiza-se no lado “a montante” do nucleotídeo de 
iniciação do RNA. Estudos de sequenciamento indicam que 
o promotor lac ( lacP ) sobrepõe-se ao operador lac (Fig. 31.2). 

A holoenzima forma um forte complexo com os promo- 
tores (constante de dissociação K ~ 10 l4 Af) e, assim, prote- 
ge os segmentos de DNA da digestão por DNase I. A região 
entre -20 e +20 é protegida contra a degradação exaustiva 
da DNase I. A região estendendo-se a montante até cerca de 
-60 é também protegida, mas em menor extensão, presumi- 
velmente porque essa região é também ligada pela holoenzi- 
ma de forma menos firme. 

Determinações das sequências das regiões protegidas 
de numerosos genes de E. coli e fagos revelaram a sequên- 
cia “consenso” dos promotores de E. coli (Fig. 31.10), A se- 
quência mais conservada é um hexãmero centrado aproxima- 
damente na posição — 1 0, também chamada de Pribnow box 
(nomeada em homenagem a David Pribnow, o qual apontou 
a sua existência em 1975). Ela possui a sequência consenso 
TATAAT na qual o TA que lidera e o T final são altamen- 
te conservados. Sequências a montante ao redor da posição 
—35 também têm uma região de similaridade de sequência, 
TTGACA, a qual é mais evidente em promotores eficientes. A 
sequência do segmento entre o sítio -10 e —35 não é impor- 
tante, mas o seu comprimento é crítico; ela se estende de 16 
a 19 pb na grande maioria dos promotores. O nucleotídeo de 
iniciação (+1), o qual é quase sempre A ou G, é centralizado 
na sequência pouco conservada CAT ou CGT. A maioria das 
sequências promotoras varia consideravelmente da sequência 
consenso (Fig. 31.10). Mesmo assim, uma mutação em uma 
das regiões parcialmente conservadas pode aumentar ou di- 
minuir bastante a eficiência de iniciação do promotor. Em 
adição, Richard Gourse descobriu que certos genes altamente 
expressos contêm um segmento rico em A + T entre as po- 
sições -40 e —60, o elemento promotor a montante (UP, de 
upstream promoter ), o qual liga se ao domínio C- terminal das 
subunidades a da RNAP. Os genes que contêm o elemento 
UP incluem aqueles codificadores dos rRNAs, os genes rrn 
(p. ex., Fig. 31.10), que coletivamente respondem por 60% do 
RNA sintetizado por E. coli. A taxa na qual os genes são trans- 
critos, os quais abrangem pelo menos 1.000, varia diretamente 
com a taxa com que seus promotores formam um complexo 
de iniciação estável com a holoenzima. Mutações no promotor 
que aumentam ou diminuem a taxa de transcrição do gene as- 
sociado são conhecidas como mutações positivas (de up muta- 
tions ) e mutações negativas (de down mutations). 
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Óperon Região -35 Região —10 Sítio de 

[Pribnow box) iniciação (+1) 

lac ACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGG 

lacl CCATCGAATGGCGCAAAACCTTTCGCGGTATGGCATGATAGCGCCCGGAAGAGAGTC 

galP2 ATTTATTCCATGTCACACTTTTCGCATCTTTGTTATGCTATGGTTATTTCATACCAT 

araBAD GGATCCTACCTGACGCTTTTTATCGCAACTCTCTACTGTTTCTCCATACCCGTTTTT 

araC GCCGTGATTATAGACACTTTTGTTACGCGTTTTTGTCATGGCTTTGGTCCCGCTTTG 

trp AAATGAGCTGTTGACAATTAATCATCGAACTAGTTAACTAGTACGCAAGTTCACGTA 

bioA TTCCAAAACGTGTTTTTTGTTGTTAATTCGGTGTAGACTTGTAAACCTAAATCTTTT 

bioB CATAATCGACTTGTAAACCAAATTGAAAAGATTTAGGTTTACAAGTCTACACCGAAT 

íRNÁ f y r CAACGTAACACTTTACAGCGGCGCGTCATTTGATATGATGCGCCCCGCTTCCCGATA 

rrnDl CAAAAAAATACTTGTGCAAAAAATTGGGATCCCTATAATGCGCCTCCGTTGAGACGA 

rrnEl CAATTTTTCTATTGCGGCCTGCGGAGAACTCCCTATAATGCGCCTCCATCGACACGG 

rrnAl AAAATAAATGCTTGACTCTGTAGCGGGAAGGCGTATTATGCACACCCCGCGCCGCTG 


Sequência 

consenso: 


Sítio de 

Região -35 Região -10 iniciação 


T 

T 

G 

A 

C 

A 

... 16-19 pb... T 

A 

T 

A 

A 

T ... 5-8 pb ... 


A 

69 

79 

61 

56 

54 

54 

77 

76 

60 

61 

56 

82 

C 

51 

T 













55 

G 48 














42 


FIGURA 31.10 As sequências da fita senso (não molde) de promotores selecionados de E. coli. Uma região de 6 pb centralizada 
em tomo da posição —10 ( sombreado vermelho ) e uma sequência de 6 pb em tomo da região -35 (sombreado azul) são ambas 
conservadas. Os sítios de iniciação da transcrição (+1), que na maioria dos promotores ocorre em um único nucleotídeo de purina, 
estão sombreados em verde. A linha de baixo apresenta a sequência consenso de 298 promotores de E. coli com o número abaixo 
de cada base indicando sua porcentagem de ocorrência. A porção a jusante dos elementos UP dos genes rrn pode ser vista. (Segun- 
do Rosenberg, M. e Court, D., Annu. Rev. Genet. 13, 321-323 [1979]. Sequência consenso de Lisser, S., e Margalit, H., Nucleic Acids 
Res. 21, 1512 [1993].) 


b. A iniciação requer a formação de um complexo aberto 
As regiões promotoras em contato com a holoenzima foram 
identificadas pela determinação de quanto a enzima altera 
a suscetibilidade do DNA à alquilação por agentes como o 
dime til-sulfato (DMS), em procedimento denominado DMS 
footprinting (Seção 34.3Bh). Esses experimentos demons- 
traram que a holoenzima contata o promotor principalmente 
em tomo das regiões — 10 e -35. Ambos os sítios protegidos 
dispõem-se do mesmo lado da dupla-hélice do B-DNA, as- 
sim como o sítio de iniciação, o que sugere que a holoenzima 
liga-se somente a uma face do promotor. 

O DMS me tila resíduos G no N7, resíduos A em NI e 
N3, e resíduos C no N3. Visto que o NI de A e o N3 de C 
participam na interação do pareamento de bases, entretan- 
to, eles só podem reagir com DMS em DNA de fita simples. 
Essa metilação diferencial de DNAs em fita simples e dupla 
representa um teste sensível para a separação ou “desnatura- 
ção” das fitas de DNA. Tais estudos áo footprinting químico 
indicam que a ligação da holoenzima “desnatura” o promo- 
tor em uma região de —14 pb que se estende do meio da re- 
gião -10 até pouco depois do sítio de iniciação, formando 
desta forma a chamada bolha de transcrição. A necessidade 
de formar esse complexo aberto explica por que a eficiência 
do promotor tende a diminuir com o número de pares de ba- 
ses G • C na região -10; isso presumivelmente aumenta a di- 
ficuldade na abertura da dupla-hélice que é requerida para a 
iniciação da cadeia (recordando que os pares G * C são mais 
estáveis que os pares A * T). 

O núcleo da enzima, o qual não liga promotores especi- 
ficamente (exceto quando ele possui um elemento UP), liga 
firmemente dúplex de DNA (a constante de dissociação do 
complexo é K ~ 5 X 10 _12 M e sua meia-vida é de aproxima- 


damente 60 minutos). A holoenzima, em contraste, se liga a 
DNA não promotor de forma comparativamente frouxa (K 
~ IO -7 M e meia- vida > 1 s). Evidentemente, a subunidade 
cr permite à holoenzima mover-se rapidamente ao longo da 
fita de DNA em busca de promotores correspondentes à su- 
bunidade cr. Uma vez que a transcrição tenha sido iniciada 
e a subunidade cr ejetada, a ligação firme do núcleo da enzi- 
ma ao DNA aparentemente estabiliza o complexo ternário 
enzima-DNA-RNA. 

B. Iniciação da cadeia 

A base 5 '-terminal dos RN As procarió ticos é quase sempre 
uma purina com A ocorrendo mais frequentemente do que 
G. A reação de iniciação da transcrição é simplesmente a li- 
gação de dois nucleosídeos trifosfatados na reação 

pppA + pppN PPpApN + PP i 

e, portanto, diferente da replicação do DNA, não requer 
um oligonucleotídeo iniciador (primer). Assim, os RNAs 
de bactérias possuem grupos 5 ' -trifosfatados, como foi de- 
monstrado pela incorporação de marcas radioativas em 
RNA quando esse foi sintetizado com [ 7 - T]ATP. Somente 
a extremidade 5' terminal do RNA pode manter a marca 
porque os grupos fosfodiéster internos do RNA são deriva- 
dos dos grupos a-fosfato de nucleosídeos trifosfatados. 

A RNAP tem um comportamento curioso: ela frequen- 
temente libera o RNA recém-sintetizado após apenas — 10 nt 
terem sido polimerizados, um processo conhecido como ini- 
ciação abortiva. Quando a RNAP inicia a transcrição, ela se 
mantém ligada no promotor (o qual está na fita não molde/ 
senso do DNA). Consequentemente, tensão conformacional 
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é gerada quando a fita-molde/antissenso é puxada para o sí- 
tio ativo da RN AP, um processo chamado de amassamento 
(scmnching), uma vez que o resultante tamanho aumentado 
da bolha de transcrição deve ser de alguma forma acomodado 
dentro da RNAP. Na iniciação abortiva, a RN AP falha em es- 
capar do promotor e, ao contrário, alivia a tensão conforma- 
cional liberando o fragmento de RNA recém-sintetizado, des- 
ta forma, deixando a bolha de transcrição relaxar voltando ao 
seu tamanho normal. A RNAP reinicia, então, a transcrição 
a partir da posição +1. Na iniciação bem-sucedida, o esforço 
eventualmente fornece energia suficiente para tirar o promo- 
tor da RNAP, a qual então começa a transcrição processiva 
(contínua) do molde. Este processo requer a dissociação do 
fator cr do complexo núcleo enzimático DNA-RNA para for- 
mar o complexo de alongamento, contudo experimentos re- 
centes indicam que este processo com frequência ocorre alea- 
toriamente após a adição de alguns nucleotídeos. O fator a 
pode então se ligar a outro núcleo enzimático para formar um 
novo complexo de iniciação, como foi demonstrado pela ex- 
plosão em sínteses de RNA com a adição de núcleos enzimá- 
ticos a uma mistura de reação de transcrição que inicialmente 
continha apenas holoenzimas. 

a. A RNAP bacteriana possui uma estrutura attamente 
complexa 

A estrutura por difração de raios X da RNAP de E. coli não 
foi determinada. De qualquer modo, Seth Darst e Dimitry 
Vassylyev determinaram independente mente as estrutu- 
ras por raios X dos núcleos enzimáticos e das holoenzimas 
RNAP de Thermus aquaticus (Taq) e de Thermus thermo- 
philus (Tth), enzimas muito similares. A estrutura do núcleo 
enzimático da Tth no complexo com DNA e RNA, em con- 
cordância com estudos por micrografia eletrônica da RNAP 
de E. coli, possui a forma global de uma garra de caranguejo 
cujas duas quelas (“pinças”) são formadas pelas subunida- 
des p e p' (Fig. 31.11). A proteína possui —150 À de com- 
primento * paralelo às quelas), —115 Ã de altura e — 110 À 
de profundidade, com o túnel entre as duas quelas de —27 À 
de largura. As subunidades p e p' interagem extensivamente 
uma com a outra, particularmente na base do túnel (também 
chamado de canal principal) onde um íon Mg 2H do sítio ativo 
está locaÜzado e, também, onde convergem os seus dois seg- 
mentos homólogos. A subunidade p' se liga a dois íons Zn 2 h ' 
cada um por meio de quatro resíduos Cys que são invariáveis 
em procariotos, mas não em eucariotos. A superfície externa 
da RNAP é quase uniformemente carregada negativamente, 
enquanto as superfícies que interagem com os ácidos nuclei- 
cos são positivamente carregadas. 

O DNA fita-dupla a jusante ocupa o canal principal, o 
qual direciona a fita-molde para o sítio ativo. Lá ela pareia 
com o NTP que chega (não presente nesta estrutura) no as- 
sim chamado sítio i + 1 próximo ao íon Mg 2 + . A extremidade 
3' do RNA forma uma hélice híbrida de 9 pb com a extre- 
midade 5' da fita-molde e então deixa a proteína por meio 
de um canal entre as subunidades p e p' (o canal de saída 
do RNA) no qual adota uma conformação similar aquela 
de uma fita simples dentro de um RNA dupla-hélice. Desta 
forma a estrutura se assemelha aquela de um complexo de 
alongamento pós-translocado, embora os caminhos tomados 
pelas fitas de DNA molde e não molde para reunir-se ao fi- 
nal da bolha de transcrição não sejam claros. 



FiGURA 31.11 Estrutura por raios X do núcleo da RNAP Tth 
em complexo com um DNA molde de 23 nt, um DNA não mol- 
de de 14 nt e um RNA de 16 nt. A proteína está desenhada na 
forma de fitas com suas duas subunidades a em amarelo e verde, 
sua subunidade p azul, sua subunidade p' cor-de-rosa e sua su- 
bunidade o) cinza. Os íons ligados Mg 2 1 e Zn“ são representados 
por esferas vermelha e cor de laranja, respectivamente. O DNA 
e o RNA são mostrados em forma de escada com o DNA molde 
em verde, DNA não molde em azul e RNA vermelho. Note que 
os resíduos 208 a 390 da subunidade p', que se estende da ponta 
de sua “pinça”, são desordenados e por isso não visíveis como 
são os domínios C-terminal de 86 resíduos de ambas as subuni- 
dades a. (Com base na estrutura por raios X de Dimitry Vas- 
sylyev. Universidade do Alabama - Birmingham PDBid 5051.) 

A estrutura por raios X da holoenzima Tth indica que a sua 
subunidade cr (cr'°) possui três domínios largamente a hélicos 
ligados flexivelmente, cr 2 , or 3 e or 4 , que se estendem transversal- 
mente ao topo da holoenzima (Fig. 31.12; ctj não é visível). As 
quelas da holoenzima estão a — 10 À mais longe uma da outra 
do que no complexo de alongamento. As cavidades de ligação 
para o DNA dupla fita a j usante e para a bolha de transcrição 
estão parcialmente ocupadas pelos domínios cr 4 e seu conector 
tr 34 da subunidade cr. Isto conta parcialmente para o amassa- 
mento (scrunching) de ácidos nucleicos descrito acima que pre- 
cede a transição do complexo de iniciação para o complexo de 
alongamento. Desta forma, apenas a liberação destes segmen- 
tos da subunidade cr da RNAP é compatível com a formação 
de um complexo de alongamento, com isso contribuindo para 
a Überação estocástica mencionada acima da subunidade cr de 
um complexo RNAP iniciado com sucesso. 

Uma estrutura por raios X de baixa resolução (6,5 À) da 
holoenzima Taq em complexo com um segmento de DNA 
dupla fita contendo os elementos -10 e -35 do promotor 
revela que o DNA aloja-se ao longo de uma face da holo- 
enzima, completamente fora do canal principal (Fig. 31.13). 
Todos os contatos sequência-específicos que a holoenzima 
faz com os elementos -10 e -35, bem como com a chamada 
região -10 estendida imediatamente a montante do elemen- 
to -10 são mediadas pela subunidade cr através de resíduos 
conservados. Essa estrutura presumivelmente assemelha-se 
ao assim chamado complexo fechado no qual o DNA ainda 
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FIGURA 31.12 Estrutura por raios X da holoenzima RNAP 
Tth vista de forma similar a Fig. 31.11. As subunidades do 
núcleo enzimáüco estão representadas por suas superfícies 
moleculares parcialmente transparentes, coloridas como na Fig. 
31.11. A subunidade o esta desenhada com suas a hélices como 
cilindros e coloridas na ordem das cores do arco-íris de sua ex- 
tremidade N-terminal ( azul) para a sua extremidade C-terminal 
(vermelha). (Com base na estrutura por raios X de Dmitry Vas- 
sylyev, University of Alabama em Birmingham. PDBid 1IW7.) 



FIGURA 31.13 Estrutura por raios X de baixa resolução (6,5À) 
da holoenzima Taq RNAF em complexo com um DNA dupla fita 
contendo um promotor, vista como na Fig. 31.12. As subunidades 
do núcleo enzimático estão representadas por suas superfícies mo- 
leculares parcialmente transparentes, coloridas como na Fig. 31.11 
(as quais aparecem estriadas devido a baixa resolução da estrutura, 
o que permite a visualização apenas do esqueleto polipeptídico). 

A subunidade o está desenhada em forma espiralada e colorida na 
ordem das cores do arco-íris de sua extremidade N-terminal (azul) 
até sua extremidade C-terminal (vermelha). O suporte principal de 
açúcar-fosfato do DNA está desenhado de forma encorpada com a 
fita-molde azul, o elemento -10 da fita não molde, vermelho, o ele- 
mento -35 da fita não molde púrpura e as porções remanescentes 
da fita não molde cor de laranja. (Com base na estrutura por raios 
X de Seth Darst,The Rockefeller University. PDBid 1L9Z.) 


não entrou no canal principal para formar a bolha de trans- 
crição. O mecanismo pelo qual isto ocorre é desconhecido. 

b. A rlfamiclna inibe a iniciação da transcrição procariótica 

Dois antibióticos relacionados, rifamicina B, produzida por 
Streptomyces mediterranei, e seu derivado semissintético ri- 

fampicina, 



Rifamicina B CH 2 COO ; R 2 = H 

/ \ 

Rifampicina R x = H; R 2 = CH = N — N N — CH 3 


inibem especificamente a transcrição da RNAP procariótica, 
mas não a eucariótica. Essa seletividade e suas altas potên- 
cias (a RNAP bacteriana é 50% inibida por 2 X 10"“ M de 
rifampicina) tornaram esses antibióticos úteis como agentes 
bactericidas contra bactérias gram-positivas e tuberculose. 
De fato, poucos antibióticos são efetivos contra tuberculose, 
a qual tem atingido níveis epidêmicos em algumas partes do 
mundo. 

A descoberta de que as subunidades p de mutantes re- 
sistentes à rifamicina têm mobilidade eletroforética alterada 
primeiramente demonstrou que essas subunidades contêm o 
sítio de ligação à rifamicina. As rifamicinas não inibem a li- 
gação da RNAP ao promotor e nem a formação da primeira 
ligação fosfodiéster, mas elas previnem o alongamento sub- 
sequente da cadeia. A RNAP inativada permanece ligada 
ao promotor, consequentemente bloqueando a sua iniciação 
por enzimas não inibidas. Uma vez que a iniciação da cadeia 
de RNA tenha ocorrido, entretanto, as rifamicinas não têm 
efeito sobre o processo de alongamento subsequente. As ri- 
famicinas são, por essa razão, ferramentas de pesquisa úteis 
porque elas permitem dissecar o processo de transcrição en- 
tre as fases de iniciação e alongamento. 

A estrutura por raios X do núcleo da enzima Taq em com- 
plexo com a rifampicina revela como esse antibiótico inibe a 
RNAP. A rifampicina liga-se com um ajuste fechado comple- 
mentar, mas com pequena mudança conformacional em um 
bolso da subunidade (3 que está localizado dentro do canal prin- 
cipal, distante —12 Ã do íon Mg 2 do sítio ativo. A construção 
de modelos indica que a rifampicina ligada interferiria esteri- 
camente com o RNA transcrito nas posições - 2 a - 5 da bo- 
lha de transcrição. Assim, como observado, a rifampicina não 
interferiria na iniciação da transcrição, mas poderia bloquear 
mecanicamente a extensão do RNA transcrito. Os resíduos que 
revestem o bolso no qual a rifampicina se liga são altamente 
conservados entre procariotos, mas não em eucariotos, expli- 
cando assim por que a rifamicina só inibe RNAPs bacterianas. 
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C. Alongamento da cadeia 

A direção do alongamento da cadeia de RNA; isto é, se ele 
ocorre pela adição de nucleotídeos na extremidade 3 da ca- 
deia de RNA nascente (crescente; (crescimento 5' — > 3'; Fig. 
31.14a) ou pela adição dos nucleotídeos na sua extremidade 
5' (crescimento 3' — > 5', Fig. 31.146) foi estabelecida pela de- 
terminação da taxa na qual a marca radioativa derivada de 
[ 7 - P]GTP é incorporada no RNA. Para o alongamento 5' 
— ► 3'; o 7 -P em 5' é permanentemente marcado e, consequen- 
temente, o nível de radioatividade da cadeia não se modifi- 
ca na substituição de GTP marcado por GTP não marcado. 
Entretanto, para o alongamento 3' -» 5', o -y-P em 5' é subs- 
tituído com a adição de cada novo nucleotídeo de forma que, 
em uma substituição de GTP marcado por um não marcado, 
a cadeia de RNA nascente deve perder a sua radioatividade. 
O primeiro modelo foi o observado. O crescimento da cadeia 
deve, portanto, ocorrer na direção 5' — > 3 ' (Fig. 31.14a), na 
mesma direção em que o DNA é sintetizado. Essa conclusão 
é reforçada pela observação de que o antibiótico cordicepina, 



Cordicepína 

(3'-desoxiadenosina) 

um análogo da adenosina em que falta o grupo 3 1 -OH, inibe 
a síntese de RNA bacteriano. A sua adição à extremidade 3' 
do RNA, como seria esperado para o crescimento 5' — » 3', 
impede o alongamento decorrente da cadeia de RNA. A cor- 


dicepina pode não ter esse efeito se o crescimento da cadeia 
ocorrer na direção oposta porque ela não pode ser ligada à 
extremidade 5'. 

a. A transcrição supertorce o DNA 

O alongamento da cadeia de RNA requer que o molde de 
dsDNA estej a aberto no ponto da síntese do RNA de forma 
que a fita-molde possa ser transcrita à sua fita complemen- 
tar de RNA. Dessa maneira, a cadeia de RNA forma ape- 
nas transitoriamente um dúplex híbrido de DNA-RNA de 
curto comprimento, como indicado pela observação de que 
a transcrição deixa um molde dúplex intacto e produz uma 
fita simples de RNA. A bolha de transcrição não pare ada do 
DNA no complexo aberto de iniciação aparentemente viaj a 
ao longo do DNA com a RNAP. Há duas maneiras de esse 
movimento ocorrer (Fig. 31.15): 

1. Se a RNAP seguir a fita-molde na sua trajetória heli- 
coidal em tomo do DNA, o DNA poderá formar pequenos 
superenrolamentos porque o dúplex de DNA nunca poderá 
ser desenrolado por mais do que aproximadamente uma vol- 
ta. Entretanto, o transcrito de RNA poderá enrolar-se em 
torno do DNA, uma vez por volta do dúplex. Esse modelo 
não é plausível, uma vez que é improvável que DNA e RNA 
possam ser prontamente desenrolados: o RNA não se desen- 
rolaria espontaneamente do DNA longo e frequentemente 
circular em qualquer tempo aceitável, e nenhuma topoiso- 
merase conhecida pode acelerar esse processo. 

2. Se a RNAP mover-se em linha reta enquanto o DNA 
girar, o RNA e o DNA não se tornarão emaranhados. 
Forçosamente, as torções helicoidais do DNA serão empur- 
radas para adiante do avanço da bolha de transcrição, de for- 
ma a torcer mais firmemente o DNA adiante da bolha (o que 
promoverá um superenrolamento positivo), e o DNA atrás da 
bolha se tornará equivalentemente não torcido (o que promo- 
verá um superenrolamento negativo, embora se deva notar 
que o número de ligações de todo o DNA permanecerá inal- 




crescimento 5’ ► 3' 



crescimento 3’ ► 5' 

FIGURA 31.14 Os dois possíveis modos do crescimento da cadeia de RNA. O crescimento pode ocorrer (a) pela adição de nu- 
cleotídeos à extremidade 3' e(b) pela adição de nucleotídeos à extremidade 5 . A RNA-polimerase catalisa a primeira reação. 
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FIGURA 31.15 Alongamento da cadeia de RNA pela R NA- polímera se. Na região sendo transcrita, o DNA dupla-hélice é de- 
senrolado por aproximadamente uma volta para permitir que a fita senso do DNA forme um curto segmento de DNA-RNA dupla 
hélice híbrido com a extremidade 3' do RNA. Conforme a RN AP avança ao longo do molde de DNA (aqui para a direita), o DNA 
desenrola-se à frente do RNA que está crescendo na extremidade 3' e volta a ser enrolado atrás dele, separando assim o RNA re- 
centemente sintetizado da fita-molde (antissenso). (a) Um modo como isso pode ocorrer é pela RN AP seguindo a trajetória da fi- 
ta-molde sobre o DNA dupla-hélice, caso no qual o transcrito se tomaria enrolado sobre o DNA, uma vez por volta do dúplex. (6) 
Uma segunda e mais plausível possibilidade é que o RNA se move em uma linha reta enquanto o DNA gira sob ele. Nesse caso, o 
RNA não se enrolaria em torno do DNA, mas o DNA se tornaria enrolado em excesso à frente da bolha de transcrição em avanço 
e desenrolado atrás dela (considere a consequência de colocar o dedo entre a fita de DNA torcida nesse modelo e empurrar para 
a direita). O modelo presume que as extremidades do DNA, assim como a RNAP, são impedidas de girar por conexões dentro da 
célula ( barra preta). (Segundo Futcher, B., Trends Genet. 4, 271, 272 (1988].) 


ter ado). Esse modelo é sustentado por observações de que a 
transcrição de plasmídeos em E. coli determina os seus supe- 
renrolamentos positivos em mutantes da girase (os quais não 
podem relaxar superenrolamentos positivos; Seção 29. 3 Cd) 
e seus superenrolamentos negativos nos mutantes da topoi- 
somerase I (os quais não podem relaxar superenrolamentos 
negativos; Seção 29.3Ca). De fato, pela fixação de RNAPs à 
superfície de um vidro e permitindo que elas realizem a trans- 
crição de DNAs que tenham sido marcados fluorescentemen- 
te em uma das extremidades, Kazuhiko Kinosita demonstrou, 
por microscopia fluorescente (usando técnicas similares àque- 
las que demonstraram que a F^-ATPase é um aparato rota- 
tório; Seção 22.3Ce), que moléculas de DNA individualmente 
giram na direção esperada durante a transcrição. 

Supertorções inapropriadas no DNA que está sen- 
do transcrito fazem parar a transcrição (Seção 29.3 C). 


Possivelmente, a tensão das torções adicionais no DNA 
geradas pelos superenrolamentos negativos atrás da bolha 
de transcrição é requerida para ajudar a dirigir o processo 
transcricional, enquanto tensões muito grandes dessas tor- 
ções podem impedir a abertura e a manutenção da bolha de 
transcrição. 

b. A transcrição ocorre de forma rápida e processíva 
A taxa de transcrição in vitro é de 20 a 50 nucleotídeos por 
segundo, Uma vez que uma molécula de RNAP tenha iniciado 
a transcrição e se movido para longe do promotor, uma outra 
RNAP pode dar seguimento ao processo. A síntese dos RNAs 
que são necessários em grandes quantidades, como rRNAs, 
por exemplo, é iniciada tantas vezes quanto estericamente 
possível, cerca de uma vez por segundo (Fig. 31.16). A pro- 
cessividade é alcançada sem uma estrutura óbvia em forma de 
grampo como o grampo deslizante da DNA-polimerase III de 
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FIGURA 31.16 Uma micrografia eletrônica de três genes ribossomais contíguos de ovócitos da salamandra Pleurodeles waltl so- 
frendo transcrição. A estrutura em “ponta de flecha” resulta do aumento nos tamanhos das cadeias de RNA nascentes que as mo- 
léculas de RNAP sintetizam deslocando-se do sítio de iniciação sobre o DNA ao sítio de terminação. (Cortesia de Ulrich Scheer, 
University of Würzburg, Alemanha.) 
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E. coli (Fig. 30.14). Contudo, a própria RNAP aparentemente 
funciona como um grampo deslizante por ligar-se firmemente 
mas flexivelmente ao complexo DNA-RNÁ. Em experimen- 
tos nos quais a RNAP foi imobilizada e uma conta magnética 
foi anexada ao DNA, foi observado que a conta sofreu até 180 
rotações (representando quase 2.000 pares de bases a 10,4 pb 
por volta) antes que a polimerase se desligasse. 


c. Agentes intercalantes inibem RN A- e DNA-Polimerases 
A Actinomicina D, 


O 
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ch 3 nh 
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um agente antineoplásico (anticâncer) útil produzido por 
Streptomyces antibioticus , liga firmemente o duplex de DNA 
e, ao fazê-lo, inibe fortemente tanto a transcrição como a 
replicação do DNA, presumivelmente interferindo com 
a passagem de RNA e DNA-polimerases. A estrutura por 
RM da actinomicina D em complexo com o duplex de DNA 
composto de duas fitas do octãmero autocomplementar 
d(GAAGCTTC) revela que o DNA assume uma conforma- 
ção semelhante a B na qual o sistema de anéis de fenoxazona 
da actinomicina, como previamente demonstrado, é interca- 
lado entre os pares de bases G * C centrais do DNA (Fig. 
31.17). Consequentemente, a hélice de DNA é relaxada em 
—30° no sítio de intercalação e os pares de bases G* C cen- 
trais são separados em ~7 À. A hélice de DNA é gravemen- 
te distorcida em relação à conformação normal de B-DNA 
de modo que é dobrada em direção ao sulco maior em torno 
de —30° e seu sulco menor é largo e raso, assemelhando -se 
ao A-DNA. Os dois depsipeptídeos cíclicos quimicamen- 
te idênticos da actinomicina D (ambos possuindo ligações 



FIGURA 31.17 Estrutura por RM da actinomicina D em com- 
plexo com um DNA fita dupla de sequência autocomplementar 
d(GAAGCTTC). A Actinomicina D está representada em 
forma de volume atômico e o DNA em forma de palitos com 
sucessivos átomos P na mesma fita conectados por hastes cor de 
laranja, todos coloridos de acordo com o tipo de átomo com C 
da actinomicina verde, C do DNA ciano, H branco, N azul, O 
vermelho e P cor de laranja. O complexo é visto em direção ao 
sulco maior do DNA. Os dois depsipeptídeos cíclicos de actino- 
micina D estão calçados firmemente no sulco menor do DNA e 
o sistema de anéis de fenoxazona da actinomicina D está inter- 
calado entre os pares de base G - C centrais do DNA (Com base 
em uma estrutura por RM por Andrew Wang, University of 
Illinois, EUA PDBid 1DSC.) 


peptídicas e ligações do tipo éster) estendem-se em direções 
opostas a partir do sítio de intercalação ao longo do sulco 
menor do DNA. O complexo é estabilizado pela formação 
de ligações de hidrogênio entre bases-peptídeos e entre fe- 
noxazona-esqueleto de açúcar-fosfato, bem como por inte- 
rações hidrofóbicas, de uma maneira a explicar a preferência 
da actinomicina D em iigar-se a DNA com seu anel de feno- 
xazona intercalado entre pares de bases de uma sequência 
5'-GC-3\ Diversos outros agentes intercalantes, incluindo 
etídeo e laranja de acridina (Seções 6.6Ca e 29.3Ba), inibem 
também a síntese de ácidos nucleicos, presumivelmente por 
mecanismos similares. 

D. Terminação da cadeia 

Micrografias eletrônicas como a representada na Fig. 31.16 
sugerem que o DNA contém sítios específicos nos quais a 
transcrição é terminada. Nesta seção, é discutido como a 
transcrição é terminada em bactérias. O processo eucariótico 
será discutido na Seção 31.4Ab. 
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a. O RNA nos terminadores íntrínsicos possui uma região 
oligo(U) precedida por uma haste rica em G + C 

Em tomo da metade dos sítios de terminação em E. coli são 
terminadores intrínsecos ou espontâneos, ou seja, eles indu- 
zem a terminação sem assistência. A sequência destes ter- 
minadores compartilham dois aspectos comuns (Fig. 31.18): 

1. Um trecho de 7 a 10 A • T consecutivos com os As na 
fita-molde, algumas vezes interrompida por um ou mais pa- 
res de bases. O RNA transcrito é terminado nessa ou imedia- 
tamente após essa sequência. 

2. Um segmento rico em G + C com uma sequência palin- 
drômica (duplamente simétrica) imediatamente a montante 
das séries de A • T. 

O RNA transcrito dessa região pode, portanto, formar uma 
estrutura em “grampo” (hairpin) autocomplementar que é 
terminada por vários resíduos Us (Fig. 31.18). 

A estabilidade de um grampo rico em G + C do termi- 
nador e o fraco pareamento de bases dessa cauda oligo(U) 
do molde de DNA são fatores importantes para assegurar a 
adequada terminação da cadeia. De fato, estudo de mode- 
los tem mostrado que o oligo(dA ■ rU) forma uma hélice 
híbrida particularmente instável apesar do oligo(dA * dT) 
formar uma hélice de estabilidade normal. De fato, trechos 
oligo(dA • rU) de 8 ou 9 pb são instáveis a temperatura 
ambiente quando não estão ligados a RNAP. A formação 
do grampo rico em G + C ocasiona uma pausa de vários 
segundos da RNAP no sítio de terminação. Mutações no 
sítio terminador que diminuem a força dessas associações 
reduzem a eficiência da terminação da cadeia (a fração de 
transcritos que são terminados naquele sítio) e muitas ve- 
zes a eliminam. A eficiência da terminação é similarmen- 
te diminuída quando a transcrição in vitro é conduzida por 
GTP substituído por trifosfato de inosina (ITP, de inosine 
triphosphate ): 

o 



os pareamentos I - C são mais fracos que os pares G • C por- 
que a base hipoxantina de I, a qual carece do grupo 2-amino 
de G, só pode fazer duas ligações de hidrogênio com C, dimi- 
nuindo assim a estabilidade do grampo. 

Apesar do precedente, experimentos de Michael 
Chamberlin, nos quais segmentos de terminadores de alta 
eficiência foram trocados por meio de técnicas de DNA re- 
combinante, indicam que o grampo terminador do RNA e a 
cauda 3 ' rica em U não funcionam independentemente das 
suas regiões flanqueadoras a montante e a j usante do DNA 
correspondente. De fato, terminadores que não possuem um 
segmento rico em U podem ser altamente eficientes quando 
associados a sequências apropriadas imediatamente a jusan- 
te do sítio de terminação. 

Estas e outras observações levaram a três modelos não 
necessariamente mutuamente excludentes para explicar 
como os terminadores intrínsecos funcionam: 

L O modelo de translocação para a frente, no qual a forma- 
ção do grampo empurra a RNAP para a frente sem o alonga- 
mento concomitante do transcrito de RNA. Isto encurtaria o 
híbrido de RNA-DNA em alguns pares de base, desta forma 
desestabilizando-o. 

2. O modelo de retirada do RNA, no qual a formação de 
grampo mecanicamente remove a RNA para fora do híbrido 
de RNA-DNA. 

3. O modelo alostérico, no qual a formação do grampo in- 
duz uma mudança conformacional na RNAP que permite 
que a fita de DNA não molde a montante desloque da fita 
molde de DNA a cauda de oligo (U) fracamente ligada. 

Em um esforço para diferenciar estes modelos, Robert 
Landick e Steven Block utilizaram armadilhas ópticas para 
exercer uma força de remoção em uma das extremidades do 
DNA que uma única molécula de RNAP estava transcreven- 
do ou no seu transcrito de RNA. Uma armadilha óptica con- 
siste em um feixe de laser altamente focado que é tipicamen- 
te gerado pelo seu envio através das lentes objetivas de um 
microscópio. O forte gradiente de campo elétrico gerado na 
limitada região do feixe atrai partículas dielétricas (isolantes) 
tais como contas de poliestireno de tamanho submicrométri- 
co ao centro do feixe onde o campo elétrico é mais forte. A 
força na partícula é diretamente proporcional ao seu deslo- 
camento do centro do feixe. Ligando-se uma única macro - 
molécula de interesse a tal conta em uma armadilha óptica e 
fixando a outra extremidade da macromolécula ou ligando-a 
a uma conta em uma segunda armadilha óptica, uma força 
pode ser exercida na molécula deslocando lateralmente o fei- 
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FIGU RA 31.18 Um terminador intrínseco 
de E. coli. Sua transcrição produz um RNA 
(vermelho) com um segmento autocom- 
plementar rico em G + C que forma um 
grampo de bases p areadas imediatamente 
seguido por uma sequência de 4 a 10 Us 
consecutivos que forma pares de bases com 
os As do DNA molde na bolha de transcri- 
ção. O símbolo oval representa o sítio de 
ligação para o próximo NTP a ser incorpo- 
rado. (Segundo um desenho de Park, I-S. e 
Roberts, J. W. Cornell University, EUA.) 
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xe por distâncias subnanométricas. Tal dispositivo é conheci- 
do por pinças ópticas. 

Na pinça óptica diagramada na Fig. 31.19a, separando- 
-se as duas armadilhas ópticas, a RNAP seria auxiliada a se 
translocar ao longo do DNA, enquanto ligando-se a outra 
extremidade do DNA a uma conta impedirá este processo. 
Tanto a aplicação da força auxiliar quanto a de impedimento 
não afetam significativamente as eficiências de terminação 
de nenhum dos três terminadores mostrados na Fig. 31.19c. 
Evidentemente, a translocação para a frente não é uma ca- 
racterística geral da terminação intrínseca. No entanto, a efi- 
ciência do terminador t500 com uma mutação no seu grampo 
varia com a força no DNA, o que indica que a translocação 
para frente ocorre em alguns terminadores. 

Na pinça óptica diagramada na Fig. 31.196, puxando- 
-se o RNA com força suficiente para romper os dois ou três 
primeiros pares de base do grampo do terminador reduz-se 
a eficiência de terminação dos três terminadores. Se a força 


for maior que a necessária para desdobrar o grampo com- 
pletamente, a eficiência de terminação é indistinguível da do 
terminador correspondente contendo apenas o trecho oligo 
(U). Isto sugere que a formação dos pares de base do grampo 
rompe o híbrido de RNA-DNA adjacente como predito pelo 
modelo de retirada do RNA. 

Curiosamente, uma força mais fraca que a necessária 
para romper o pareamento de bases do grampo aumenta a 
eficiência de terminação. No entanto, a presença de DNA 
simples fita complementar ao transcrito elimina este últi- 
mo efeito. Evidentemente, o RNA a montante do termina- 
dor forma estruturas secundárias fracamente pareadas que 
competem com a formação do grampo de terminação. Desta 
forma, a sequência de RNA a montante de um terminador 
intrínseco modula a eficiência de terminação. 

Uma vez que a RNAP estabiliza o híbrido de RNA-DNA, 
mudanças alostéricas da RNAP provocadas pela formação do 
grampo também podem influenciar a eficiência de termina- 
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FIGURA 31.19 Aparato para ensaio de deslocamento de uma única molécula com o complexo de alongamento da RNAP (não 
está em escala), (a) Um ensaio onde o DNA é puxado. A RNAP {verde, a sua direção de translocação está indicada pela seta ver- 
de) em um complexo de alongamento anexada a uma conta de poliestireno coberta com avidina ( azul-claro ) por uma ligação de 
biotina-avidina ( amarelo e preto. Seção 22.3Ce), e, ou a extremidade montante do DNA molde ( azul-escuro ), como mostrado, ou a 
extremidade a jusante anexada em uma conta de poliestireno um pouco maior por meio de uma ligação digoxigenina-antidigoxige- 
nina (púrpura e cor de laranja, digoxigenina é um esteroide relacionado a digitalina [Fig. 20.216] que possui alta antigenicidade, e 
antidigoxigenina é um anticorpo ao qual ela se liga especificamente). O produto RNA ( vermelho ) do complexo ficou livre. As duas 
contas foram, então colocadas em diferentes armadilhas ópticas ( cor-de-rosa ) e as contas foram puxadas para longe uma da outra 
enquanto o complexo de alongamento sintetizava RNA. O deslocamento horizontal de uma conta do centro de sua armadilha 
óptica é indicativo de uma força de deslocamento sobre a conta. (6) Um ensaio onde o RNA é puxado. Como na parte a, mas com 
o DNA molde livre e o RNA emergente de uma RNAP ligado a uma segunda conta por intermédio de uma alça de DNA (a qual 
possui uma extremidade 3' fita simples de 25 nucleotídeos complementar à extremidade 5' do RNA) preso a conta maior através 
de uma ligação de biotina-avidina. (c) Estruturas dos três terminadores intrínsecos investigados neste estudo mostrando seus gram- 
pos e trecho de poli(U). As bases sublinhadas são os sítios de terminação da transcrição. As eficiências de terminação dos termina- 
dores his, t500 e tR2 são normalmente 77, 98 e 46% respectivamente. (Cortesia de Steven Block, Stanford University, EUA.) 
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ção. De fato, mutações na subunidade (3 da RNAP podem 
tanto aumentar quanto diminuir a eficiência de terminação. 
No entanto, a maneira pela qual a formação do grampo induz 
mudanças alostéricas na RNAP é ainda desconhecida. 

b. Muitos terminadores bacterianos requerem a assistência 
do fator Rho 

Cerca da metade dos sítios de terminação de E. coli care- 
ce de qualquer similaridade evidente e é incapaz de formar 
grampos fortes; eles requerem a participação de uma proteína 
conhecida como fator Rho para terminar a transcrição. O fa- 
tor Rho foi descoberto por meio da observação de que os 
transcritos in vivo são frequentemente mais curtos que os 
transcritos in vitro correspondentes. O fator Rho, uma he- 
licase hexamérica da família RecA (Seção 30.2Ca) de subu- 
nidades idênticas de 419 resíduos, aumenta a eficiência de 
terminação dos transcritos terminados de forma espontânea 
assim como induz a terminação de transcritos não esponta- 
neamente terminados. 

Diversas observações- chave têm conduzido para o mo- 
delo de terminação Rho-dependente: 

1. Rho destorce as duplas hélices de RNA-DNA e RNA- 
RNA, translocando-se ao longo da fita simples de RNA na 
direção 5 ' -» 3 ' . Esse processo é potencializado pela hidró- 
lise de NTPs em ND Ps + P ( com pouca preferência para a 
identidade da base. A atividade de NTPase é requerida pela 
terminação dependente do fator Rho, como é demonstrado 
pela sua inibição in vitro quando os NTPs são substituídos 
por seus análogos p, *y-imido, 



Nucleosídeo trifosfatado p,7-imido 


substâncias que são substratos para a RNAP, mas que não 
podem ser hidrolisadas por Rho. 

2. Manipulações genéticas indicam que a terminação 
Rho-dependente requer a presença de uma sequência espe- 
cífica de reconhecimento no RNA recém-transcrito a mon- 
tante do sítio de terminação. A sequência de reconhecimento 
deve estar no RNA nascente e não no DNA, como é de- 
monstrado pela incapacidade de Rho em terminar a transcri- 
ção na presença de RNase A pancreática. As características 
essenciais desse sítio de terminação não foram totalmente 
elucidadas; a construção de sítios de terminação sintéticos 
indica que eles consistem em 80 a 100 nucleotídeos que não 
possuem uma estrutura secundária estável e contêm regiões 
múltiplas que são ricas em C e pobres em G. 

Essas observações sugerem que Rho se liga ao RNA nascen- 
te em suas sequências de reconhecimento (nomeadas rut [de 
wrilização de /?ho] um segmento rico em C de pelo menos 
40 nucleotídeos) e então se transloca ao longo do RNA na 
direção 5' — > 3' até encontrar uma RNAP parada no sítio 
de terminação (sem a pausa, Rho poderia não ser capaz de 
alcançar a RNAP). Nesse ponto, como foi demonstrado por 
Jeffrey Roberts, Rho empurra a RNAP para frente de forma 


a parcialmente refazer a hélice de DNA fita dupla na bolha 
de transcrição, enquanto destorce a hélice híbrida de RNA- 
DNA (translocação para a frente, liberando assim o RNA). 
Os transcritos terminados por Rho possuem extremidades 
3' que geralmente variam sobre uma extensão de —50 nu- 
cleotídeos. Isso sugere que Rho ergue o RNA para longe do 
DNA-molde em vez de “apertar um botão de liberação de 
RNA”. TCRF (alternativamente, Mfd), a qual funciona du- 
rante a reparação acoplada à transcrição em E. coli liberando 
uma RNAP parada do molde danificado arrancando o RNA 
a ela ligado (Seção 30.5Bb), é uma translocase de DNA mo- 
vida a ATP que se acredita agir mecanicamente na RN AP de 
forma similar a Rho. 

Cada subunidade Rho consiste em dois domínios que 
podem ser separados por proteólise: seu domínio N-terminal 
liga-se a polinucleotídeos fita simples e seu domínio 
C-terminal, o qual é homólogo às subunidades a e (3 da F r 
ATPase (Seção 22.3Cb), liga-se a um NTP. A estrutura por 
raios X de Rho em complexo com AMPPNP e um RNA de 
8 nt, r(UC) 4 (Fig. 31.20a), determinado por James Berger, 
revela que Rho forma uma hélice em forma de arruela hexa- 
mérica que tem 120 Á de diâmetro com um orifício central 
de —30 À de diâmetro e cuja primeira e sexta subunidades 
são separadas por 12 Â de abertura e um aumento de 45 À 
ao longo do eixo da hélice. Os RN As, apenas uma única uni- 
dade UC dos quais é visível em cada cadeia, se ligam jun- 
tamente com o topo da hélice aos assim chamados sítios de 
ligação do RNA primário no domínio N-terminal, enquanto 
AMPPNP se liga aos domínios C-terminal (os quais estão 
mais longe na Fig. 31.20a que os domínios N-terminal) na in- 
terface entre as subunidades. A estrutura por raios X repre- 
senta um estado aberto que está ligado ao sítio rut do mRNA 
e é estabilizado para ligar mRNA adicional que venha a en- 
trar na cavidade central através da abertura. 

Na estrutura por raios X de Rho em complexo com rU 12 
e o mimetizante de ATP ADP • BeF 3 (Fig. 31. 20b), também 
determinada por Berger, as seis subunidades da helicase 
formaram um anel fechado no qual cada subunidade possui 
uma conformação diferente. O RNA, apenas 6 nucletíde- 
os do qual está visível, assume uma conformação em hélice 
torcida para a direita com sua extremidade 5 ' mais perto do 
leitor na Fig. 31.20b e se liga aos domínios N-terminal de 
Rho no canal central da helicase, o assim chamado sítio de 
ligação secundário. Voltas da proteína que se estendem das 
paredes do canal central para interagir com o RNA estão 
arranjadas em hélice como os degraus de uma escada ca- 
racol voltada para a direita de forma a segurar o esqueleto 
de açúcar -fosfato do RNA, muito parecido com o modo 
como as voltas da proteína El (uma helicase hexagonal da 
família AAA+) seguram seu DNA fita dupla centralmen- 
te ligado (Seção 30.2Ca). As diferentes conformações das 
seis subunidades de Rho indicam que elas sofrem uma série 
sequencial de seis mudanças conformacionais movidas por 
NTP e que estas mudanças estão alostericamente acopla- 
das de modo que progridem ao longo do hexâmero em for- 
ma de onda. Uma vez que cada uma das voltas mantém-se 
presa ao mesmo nucleotídeo durante o processo, a helicase 
transloca-se ao longo do seu RNA ligado de forma muito 
similar ao modo como a proteína El transloca-se ao longo 
de seu DNA fita dupla. Por que, então, as proteínas Rho 
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FIGURA 31.20 Estruturas por raios X do fator Rho. (a) Rho em complexo com r(UC) 4 (apenas uma unidade da qual é 
visível) e AMPPNP. Cada uma das seis subunidades da proteína está desenhada em forma de tubos e setas em diferentes co- 
res com a subunidade mais acima à direita, colorida na ordem das cores do arco-íris a partir de sua extremidade N-terminal 
{azul) até sua extremidade C-terminal {vermelho). As unidades de UC e o AMPPNP estão mostradas em forma de volume 
atômico com UCC verde, AMPPNP cinza, N azul, O vermelho e P cor de laranja. O hexâmero possui uma forma de arruela 
com a subunidade azul —45 A mais perto do leitor que a subunidade cor-de-rosa, {b) Rho em complexo com rU 12 (apenas seis 
nucleotídeos dos quais estão visíveis) e ADP • BeF 2 . A proteína está desenhada e colorida como na Parte a. O RNA e o ADP 
■ BeF 3 estão representados em forma de palitos e volume atômico respectivamente, com o carbono do RNA verde, o carbono 
do ADP cinza, N azul, O vermelho, P cor de laranja, Be verde-claro e F azul-claro. Note que cada uma das subunidades at 
Berkeley, EUA. PDBid 1PVO e 3JCE.) 


e El se movem em direções opostas? A comparação das 
estruturas das proteínas Rho e El indicam que a ordem re- 
lativa dos estados conformacionais em torno do hexâmero 
de Rho é oposta a ordem em El. Evidentemente, a “ordem 
de largada” dos sítios de NTPase de Rho em torno do hexâ- 
mero é inversa a da proteína El, levando a suas diferentes 
direções de translocação. Presumivelmente, outras helicase 
hexagonais da família RecA e AAA+ possuem mecanis- 
mos similares. 


E. RNA-Poíimerases eucarióticas 

O núcleo eucariótico, como Robert Roeder e William Rutter 
descobriram, contém três tipos distintos de RNAPs que dife- 
rem nos RN As por elas sintetizados: 


1. RNA-polimerase I (RN AP I; também chamada Pol I 
e RN AP A), a qual é situada no nucléolo (corpo granular 
denso no núcleo que contém os genes ribossomais; Seção 
31.4Bb), sintetiza precursores da maioria dos rRNAs. 

2. RNA-polimerase II (RNAP II; também chamada Pol II 
e RNAP B), que ocorre no nucleoplasma, sintetiza precurso- 
res de mRNA. 


3. RNA-polimerase III (RNAP UI; também chamada Pol 
III e RNAPC) , a qual também ocorre no nucleoplasma, sin- 


tetiza os precursores do rRNA 5S, os tRNAs, e uma varieda- 
de de outros RN As pequenos nucleares e citosólicos. 

As RNAPs nucleares eucarióticas possuem uma com- 
plexidade de subunidades consideravelmente maior que 
as dos procariotos. Essas enzimas têm massa molecular de 
até 600 kDa e, como é indicado na Tabela 31.2, cada uma 
contém duas subunidades não idênticas “grandes” (>120 
kDa) compreendendo —65% de sua massa que são homó- 
logas às subunidades fT e |3 da RNAP procariótica e mais 
12 subunidades “pequenas” (< 50 kDa) adicionais, duas 
das quais são homólogas à subunidade a da RNAP proca- 
riótica, e uma que é homóloga à subunidade co da RNAP 
procariótica. Dessas pequenas subunidades, cinco são 
idênticas em todas as três RNAPs eucarióticas, e outras 
duas (as RNAPs a homólogas) são idênticas às RNAPs I e 
III. Duas das subunidades da RNAP II, Rbp4 e Rbp7, não 
são essenciais para a atividade e, de fato, estão presentes 
na RNAP II em menores quantidades estequiométricas. 
(Curiosamente, Rbp7 teria segmentos de 102 resíduos que 
são 30% idênticos a uma porção de cr 70 , o fator a predomi- 
nante de E. coli.) Assim 10 de 12 subunidades da RNAP 
II são também idênticas ou muito similares a subunidades 
das RNAPs I e III (Tabela 31.2). Além disso, as sequên- 
cias dessas subunidades são altamente conservadas (—50% 
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TABELA 31.2 Subunidades da RNAP" 

S. cerevisae S. cerevisae 

RNAP I RNAP II 

(14 subunidades) (12 subunidades) 

S. cerevisae 
RNAP III 
(15 subunidades) 

E. coli 

Núcleo da RNAP 
(5 subunidades) 

Classe 6 

Rpal (A190) 

Rbpl (B220) 

Rpcl (C160) 

V 

Central 

Rpa2 (A135) 

Rbp2 (B150) 

Rpc2 (C128) 

p 

Central 

Rpc5 (AC40) 

Rpb3 (B44,5) 

Rpc5 (AC40) 

a 

Central 

Rpc9 (AC19) 

Rpbll (B13,6) 

Rpc9 ( AC19) 

a 

Central 

Rbp6 (ABC23) 

Rbp6 (ABC23) 

Rpb6 (ABC23) 

ü) 

Cent ral/ comum 

Rpb5 (ABC27) 

Rpb5 (ABC27) 

Rpb5 (ABC27) 


Comum 

Rpb8 (ABC14,4) 

Rpb8 (ABC14,4) 

Rpb8 (ABC14,4) 


Comum 

RbplO (ABClOfl) 

RpblO (ABClOp) 

RpblO (ABClOp) 


Comum 

Rbpl2 (ABClOa) 

Rpbl2 (ABClOa) 

Rpbl2 (ABClOa) 


Comum 

Rpa9 (A12,2) 

Rpb9 (B12,6) 

Rpcl 2 (Cll) 



Rpa8 (A14) c 

Rpb4 (B32) 




Rpa4 (A43) e 

Rpb7 (B16) 

Rpcll (C25) 



+2 outras^ 


+4 outras d 




“ Subunidades homólogas ocupam a mesma fila. Nos nomes alternativos das subunidades em parênteses, a(s) letra(s) indica(m) a RNAP na qual a subunidade 
é um componente (A, B e C para RNAPs I, II e III) e o número indica sua massa molecular aproximada em quilodaltons. 

‘Central: Sequência parcialmente homóloga em todas RNAPs; comum: compartilhado por todas RNAPs eucarióticas. 

1 Homólogos potenciais de Rpb4 e Rpb7. 

ã Rpa3 (A49) e Rpa5 (A34,5) na RNAP I e Rpc3 (C74), Rpc4 (C53), Rpc6 (C34) e Rpc8 (C31) na RNAP 111. 

Fonte: Príndpalmente Cramer, P., Curr. Opin. Struct. Bioi 12, 89 (2002). 


idênticas) de espécies de leveduras a humanos (e em uma 
menor extensão entre eucariotos e bactérias). De fato, em 
todos os dez casos testados, uma subunidade da RNAP II 
humana poderia substituir sua contraparte em leveduras 
sem danos à viabilidade celular. 

Rpbl, a homóloga f}' na RNAP II, possui um extraordi- 
nário domínio C-terminal (CTD, de C-terminal domairi). Em 
mamíferos, ele contém 52 repetições altamente conservadas 
do heptâmero PTSPSYS (26 repetições em leveduras com 
outros eucariotos tendo valores intermediários). Cinco dos 
sete resíduos nessas repetições particularmente hidrofílicas 
possuem grupos hidroxil e pelo menos 50 deles, predominan- 
temente aqueles no segundo resíduo de Ser de cada heptâ- 
mero, são objeto de fosforilação reversível por CTD-cinases 
e CTD-fosfatases. A RNAP II inicia a transcrição somente 
quando o CTD está desfosforilado, mas começa o alonga- 
mento somente após o CTD ter sido fosforilado, o que su- 
gere que esse processo provoca a conversão do complexo de 
iniciação da RNAP II em seu complexo de alongamento. A 
repulsão carga-carga entre os grupos fosfato próximos pro- 
vavelmente induz o CTD altamente fosforilado a projetar- 
-se tão longe quanto 500 Á da porção globular da RNAP II. 
De fato, o CTD fosforilado fornece os sítios de ligação para 
numerosos fatores auxiliares que têm papel essencial no pro- 
cesso de transcrição. 

Em contraste às relativamente pequenas holoenzimas 
RNAP procarióticas, RNAPs eucarióticas não se ligam in- 
dependentemente a seu DN A-alvo. Antes, como será visto 
na Seção 34.3B, elas são recrutadas aos seus promotores-alvo 
pela mediação de complexos de fatores de transcrição e suas 
proteínas auxiliares que, no caso dos genes transcritos pela 


RNAP II, são tão grandes e complicados que coletivamente 
fazem a RNAP II parecer pequena. 

Em adição às enzimas nucleares precedentes, as célu- 
las eucarióticas contêm RNAPs mitocondriais e (em plan- 
tas) de cloroplastos separadas. Essas pequenas (-'100 kDa) 
RNAPs de uma subunidade, as quais se assemelham àque- 
las codificadas por certos bacteriófagos, são muito mais sim- 
ples que as RNAPs nucleares ainda que catalisem a mesma 
reação. 

a. Estruturas por raios X da RNAP fl de leveduras revelam o 
complexo de transcrição 

Em uma “ tour de force ” cristalográfica, Roger Kornberg de- 
terminou a estrutura por raios X da RNAP II de levedura (5. 
cerevisae) que carece de suas subunidades Rpb4 e Rpb7 não 
essenciais (Fig. 31.21), Essa enzima, como esperado, asse- 
melha-se à RNAP Tth (Fig. 31.11) em sua forma global tipo 
garra de caranguejo e nas posições e dobramentos principais 
de suas subunidades homólogas, ainda que, naturalmente, a 
RNAP II seja um tanto maior e possua diversas subunidades 
que não têm contraparte nas RNAPs bacterianas. A RNAP 
II se liga a dois íons Mg 2 " em seu sítio ativo na vizinhança 
de cinco resíduos acidíferos conservados (contudo um destes 
íons Mg 21 apresenta-se fracamente ligado e por essa razão é 
somente fracamente visível na estrutura por raios X; aparen- 
temente ele acompanha o NTP que chega) . Isso sugere que 
RNAPs catalisam o alongamento do RNA por meio de um 
mecanismo com dois íons metálicos semelhante ao empre- 
gado pelas DNA-polimerases (Seção 30.2 Af). Assim como 
as RNAPs bacterianas, a superfície da RNAP II é quase in- 
teiramente carregada negativamente exceto por seu canal 
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FIGURA 31.21 Estrutura por raios X da RNAP II de levedura sem suas subunidades Rpb4 e Rpb7. (a) A enzima é orientada 
de forma semelhante à de RNAP Tth na Fig. 31.11 e suas subunidades são coloridas como é indicado no diagrama acompanhante, 
com as subunidades homólogas àquelas da RNAP Tth nas mesmas cores. O íon Mn 2 fortemente ligado (fisiologicamente Mg 2 1 ) 
que marca o sítio ativo é mostrado como uma esfera vermelha e os 8 íons ZtT ligados à enzima são apresentados como esferas 
cor de laranja. O domínio C- terminal (CTD) de Rpbl não é visível devido a distúrbio. No diagrama acompanhante, a área de cada 
elipse numerada é proporcional ao tamanho da subunidade correspondente e a largura de cada linha cinza que conecta um par de 
subunidades é proporcional à área superficial de sua interface. ( b ) Vista da enzima da direita na Parte a olhando para dentro do 
canal principal de ligação ao DNA. O círculo preto tem o diâmetro aproximado do B-DNA. (Com base em uma estrutura por raios 
X de Roger Kornberg. PDBid 1150.) 


principal e pela região próxima ao sítio ativo, os quais são 
positivamente carregados. 

Embora, como mencionado anteriormente, a RNAP 
II não inicie a transcrição normalmente por si própria, 
Kornberg constatou que ela o fará em um dsDNA por- 
tando uma cauda 3' fita simples em uma extremidade. 
Consequentemente, a incubação de RNAP II de levedura 
com o DNA mostrado na Fig. 31.22a e todos NTPs exceto 
UTP, produz a hélice híbrida DNA-RNA diagramada na 
Fig. 31.22a ligada à RNAP II. A estrutura por raios X des- 
se complexo de transcrição parado revelou, como espera- 
do, que o dsDNA se liga ao canal principal da enzima (Fig. 
3 1.22b, c; retomando a transcrição com a saturação dos cris- 
tais em UTP, demonstrando assim que o complexo cristali- 
no estava ativo). Em comparação com a estrutura por raios 
X da RNAP II sozinha, uma porção compacta (—50 kDa) 
da Rpbl e Rpb2 nomeada de “grampo” foi movimentada 
para baixo do DNA para prendê-lo no canal principal, em 
grande parte contabilizando para a essencialmente infinita 
processividade da enzima. O movimento essencialmente rí- 
gido do grampo é mediado por mudanças conformacionais 
nas cinco assim chamadas regiões-chave da base do grampo, 
sendo que três dessas chaves, que são desordenadas na es- 
trutura da RNAP II sozinha, tornam-se ordenadas no com- 
plexo de transcrição. 


O DNA é destorcido em três bases antes de entrar no 
sítio ativo o qual está contido na Rpbl). Passado esse ponto, 
porém, a porção de Rpb2 nomeada “parede” conduz a fita- 
-molde para fora da fenda com —90° de rotação. Como con- 
sequência, a base-molde no sítio (i + 1) ativo aponta para o 
assoalho da fenda onde ela pode ser lida pelo sítio ativo. Essa 
base é pareada com o ribonucleotídeo na extremidade 3' do 
RN A, o qual é posicionado acima de um poro de 12 À de 
diâmetro na extremidade de um funil para o exterior da pro- 
teína (também chamado de canal principal) por onde NTPs 
presumivelmente ganham acesso ao sítio ativo que de, outra 
maneira, seria lacrado. A hélice híbrida RNA-DNA adota 
uma conformação não padrão intermediária entre aquelas 
de A- e B-DNAs, as quais são menos torcidas em relação à 
estrutura por raios X da hélice híbrida RNA-DNA sozinha 
(Fig. 29.4). Quase todos os contatos que a RNAP faz com o 
RNA e o DNA são com suas estruturas açúcar-fosfato; ne- 
nhuma é com as extremidades de suas bases. A especifici- 
dade da enzima por um ribonucleotídeo preferivelmente a 
um desoxirribonucleotídeo é atribuída ao reconhecimento 
pela enzima tanto do açúcar ribose que chega como da hé- 
lice híbrida RNA-DNA. Após aproximadamente uma volta 
da hélice híbrida, um laço estendido do grampo, chamado 
“leme”, separa o RNA e a fita-molde de DNA, permitindo 
assim que a dupla hélice de DNA reforme-se com a saída da 
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FIGURA 31.22 Estrutura por raios X de um complexo de alonga- 
mento da RNAP n. {a) O complexo RNA -DNA na estrutura com o 
DNA-molde azul-ciânico, o DNA não molde verde e o RNA recém- 
-sintetizado vermelho. O ponto em magenta marcado Mg“ ! repre- 
senta o íon metálico fortemente ligado ao sítio ativo. A caixa preta 
encerra aquelas porções do complexo que são claramente visíveis 
na estrutura; a porção fita dupla do DNA marcada “DNA dúplex a 
jusante” é pobremente ordenada, e as porções restantes do complexo 
são desordenadas, (b) Vista do complexo de transcrição pela super- 
fície inferior da Fig. 31.21a, no qual as porções da Rpb2 que formam 
o lado próximo da fenda foram removidas para expor o complexo 
RNA * DNA ligado. A proteína é representada pelo seu suporte 
principal no qual o grampo, que é fechado sobre o dúplex de DNA 
a jusante, é amarela, a hélice-ponte é verde e as porções restantes 
da proteína estão em cinza. O DNA e o RNA são coloridos como 
na Parte a com suas porções bem ordenadas desenhadas em forma 
de escada e suas porções menos ordenadas esboçadas na forma de 

suporte principal. O íon Mg‘ do sítio ativo está representado por uma esfera em magenta. (c) Diagrama esquemático do complexo 
de transcrição da Parte b no qual as superfícies cortadas da proteína estão em cinza-claro, suas superfícies restantes estão em cinza- 
-escuro e diversos dos seus aspectos estruturais funcionalmente importantes são marcados. O DNA, o RNA e o íon Mg do sítio 
ativo estão coloridos como na Parte a, com porções do DNA e do RNA que não são visíveis na estrutura por raios X representados 
por linhas tracejadas. A sítio de ligação da a-amanitina é marcado por um círculo cor de laranja. (Modificada de diagramas de Ro- 
ger Komberg, Stanford University, EUA. PDBid 1I6H.) (tfb Ver Exercício interativo 37 


(c) 



Transcrição 


enzima (ainda que a cauda despareada 5' da fita não molde e 
a cauda 3 ' da fita-molde estej am desordenadas na estrutura 
por raios X). 

Como a RNAP translada seu complexo RNA-DNA liga- 
do em preparação para um novo circuito de síntese? O seg- 
mento helicoidal altamente conservado da Rpbl, nomeado 
de “ponte” porque se estende sobre as duas quelas forman- 
do a fenda da enzima (Figs. 31.21 e 31.22), conecta inespe- 
cificamente a base-molde de DNA na posição i +1. Apesar 
de essa hélice ser reta em todas as estruturas por raios X de 


RNAP II até agora determinadas, ela é curva no núcleo da 
Taq RNAP. Se as pontes da hélice, de fato, alternarem entre 
suas conformações retas e curvas, ela se moverá por 3 a 4 
À. Kornberg, por essa razão, especulou que ocorrem trans- 
lados pela curvatura das pontes da hélice de forma a empur- 
rar os nucleotídeos pareados da posição i +1 para a posição 
i -1 (Fig. 31.23). A recuperação das pontes da hélice para 
sua conformação reta deve produzir um sítio desocupado na 
posição i +1 para entrada do próximo NTP, preparando as- 
sim a enzima para um novo ciclo de adição de nucletídeos. 
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FIGURA 31.23 Ciclo de transcrição e mecanismo de translado 
da RNAP propostos, (a) O ciclo de adição de nucleotídeo no 
qual o sítio ativo da enzima é marcado por seu íon Mg" forte- 
mente ligado ( magenta ). Propõe-se que o translado do comple- 
xo RNA ■ DNA em transcrição é motivado por uma mudança 
conformacional na ponte da hélice a partir de reta ( círculo 
cinza) para curvada ( círculo lilás ) . O relaxamento da ponte da 
hélice de volta a sua forma reta completaria o ciclo pela pro- 
dução de um sítio de ligação do NTP desocupado no sítio ativo 
(í +1). (b) O complexo RNA • DNA na RNAP II observado 
e colorido como na Fig. 31.22 b. A ponte da hélice da RNAP 
II é cinza e a ponte da hélice da Taç-polimerase sobreposta (e 
curvada) é lilás. As cadeias laterais estendendo-se a partir da 
hélice curvada colidiriam estericamente com o par de bases hí- 
brido na posição i +1, (Cortesia de Roger Komberg, Stanford 
University, EUA.) 


O reverso deste processo é presumivelmente prevenido pela 
ligação do próximo NTP substrato e consequentemente este 
é aquele de um Movimento Browniano direcionado (do in- 
glês: rachet ) (no qual flutuações de outra forma térmicas e 
aleatórias [Brownianas] para frente e para trás são conver- 
tidas em movimento para a frente coerente pela inibição do 
movimento para trás; Seção 12.4Bg). 

A RNAPII seleciona seu ribonucleotídeo substrato 
por meio de um processo de dois estágios. O NTP que che- 
ga ganha acesso ao sítio ativo através do funil e do poro 
(canal secundário) diagr amado na Fig. 31.22c. Lá ele pri- 
meiramente se liga ao assim chamado sítio E (de entrada; 
Fig.31.24), o qual não apresenta seletividade com relação 
à identidade da base. O NTP, então entra no sítio A (de 
adição) , o qual aceita apenas um NTP que forme um par de 
bases de Watson-Crick com a base do molde na posição i 
+ 1 . Este processo é mediado pela subunidade da Rbpl cha- 
mada gatilho em alça, a qual oscila para a posição do NTP 
corretamente pareado no sítio A para formar uma rede 
extensiva de ligações de hidrogênio envolvendo o NTP e 
outras porções da RNAP, interações que discriminam acu- 
radamente de dNTPs. 

b. As amatoxinas inibem especificamente as RNAPs II e III 
O cogumelo venenoso Amanita phalloides (píleo mortal), o 
qual é responsável pela maioria dos envenenamentos fatais 
por cogumelos, contém diversos tipos de substâncias tóxicas, 
incluindo uma série de octapeptídeos bicíclicos não usuais 
conhecidos como amatoxinas. A a-amanitina, 


tt~Amanitina 

que é representante das amatoxinas, forma um complexo fir- 
me 1:1 com a RNAP II (. K = 10" S M) e um complexo mais 
solto com a RNAP III (K = 10” 6 M). Suas ligações diminuem 
a taxa de síntese de RNA das RNAPs de diversos milhares 
para somente poucos nucleotídeos por minuto. A a-amani- 
tina é, por essa razão, uma ferramenta útil de estudo dessas 
enzimas. A RNAP I, assim como as RNAPs mitocondriais, 
cloroplásticas e bacterianas, é insensível à a-amanitina. 

A estrutura por raios X da RNAP II em complexo com 
a a-amanitina, também determinada por Kornberg, revela 
que a a-amanitina se liga no funil abaixo da ponte da héli- 
ce da proteína (Fig. 31.22c) onde ela interage com resíduos 
da ponte da hélice e o gatilho em alça. O sítio de ligação da 
a-amanitina é muito distante do sítio ativo da enzima para 
interferir diretamente na entrada do NTP ou na síntese de 
RNA, coerente com a observação de que a a-amanitina não 
influencia na afinidade da RNAP II por NTPs, ainda que re- 
duza sua seletividade. Mutação em His 1085 da Rbpl, um 
membro invariável do gatilho em alça, para Tyr mimetiza 
o efeito da a-amanitina. Além disso, esta mutação torna a 
RNAP II altamente resistente à a-amanitina, em concordân- 
cia com uma estrutura por raios X, indicando que a a-ama- 
nitina interage com a cadeia lateral de His 1085 de forma a 
travar o gatilho em alça em uma conformação nunca antes 
observada. Evidentemente, a a-amanitina interfere na mu- 
dança conformacional do gatilho em alça proposta como a 
responsável pela promoção da catáüse (Fig. 31.24), o que 
sustenta ainda mais esse mecanismo. 

Apesar da alta toxicidade da amatoxina (5 a 6 mg, que 
ocorre em —40 g de cogumelos frescos, é suficiente para ma- 
tar um humano adulto), ela age lentamente. Morte, geral- 
mente por disfunções hepáticas, não ocorre antes de vários 
dias após o consumo de cogumelos (e após a recuperação dos 
efeitos das outras toxinas do cogumelo). Isso, em parte, refle- 
te a lenta rotação de mRNAs e proteínas eucarióticas. 

c. As RNAPs podem corrigir seus erros 
As RNAPs não podem ler por meio de uma fita-molde dani- 
ficada e consequentemente param no sítio danificado. Além 
disso, se um desoxinucleotídeo ou um ribonucleotídeo mal 
pareado é incorretamente incorporado no RNA, a hélice hí- 
brida de DNA • RNA se toma distorcida, o que causa a pa- 
rada da RNAP. Como, então, as RNAPs evitam se acumular 
nos sítios danificados ou mal pareados, os quais, se ocorres- 
sem em um gene essencial, poderiam ser fatais? 
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FIGURA 31.24 Os sítios A e E e o gatilho em alça na RNA-polimerase II. Uma vista em corte do complexo de transcrição visto 
como na Fig. 31.22 b. Os ácidos nucleicos e nucleotídeos ligados estão coloridos diferentemente com DNA azul ciânico, DNA não 
molde verde, RNA recém -traduzido vermelho, GTP no sítio A cor de laranja, e ATP no sítio E azul. O gatilho em alça está em ma- 
genta, a ponte da hélice está em verde e os dois íons Mg" do sítio ativo estão representados por esferas em magenta. A superfície 
da RN AP II está em cinza. (Cortesia de Dong Wang e Roger Komberg, Stanford University, EUA. PDBid 2E2H.) 


As RNAPs não se movem para frente regularmente ao 
longo do DNA molde. Ao contrário, elas frequentemente 
voltam atrás de forma que o penúltimo núcleo tídeo do RNA, 

0 qual estava na posição i - 1, entra novamente na posição i 
+ 1 e o nucleotídeo 3', agora na posição i + 2, entra no canal 
secundário onde se liga ao sítio chamado P (do inglês proo- 
freading, corretor) . Se o movimento para a frente da RN AP 
é impedido por danificação do molde ou mal pareamento, o 
movimento de volta ainda mais longe se torna favorecido de 
forma que vários ribonudeotídeos a mais entram no canal 
secundário. O movimento de volta de apenas um ou poucos 
nucleotídeos é reversível. Caso contrário, a transcrição seria 
arrastada até o RNA ser clivado hidroliücamente no sítio ati- 
vo. Em E. coli, isto requer a assistência das proteínas homó- 
logas GreA e/ou GreB, enquanto com RN AP II, esta função 
é realizada pela proteína TEUS não relacionada. Estas pro- 
teínas induzem o sítio ativo da RNAP a hidrolisar a ligação 
fosfodiéster entre os ribonudeotídeos nas posições i + 1 e i 
— 1 (uma reação que não é reversa da reação da polimerase, 
uma vez que esta seria uma pirofosforólise) . Desta forma, a 
RNAP pode corrigir seus erros e terminar a síntese de RNA. 
A RNAP I e a RNAP III também corrigem de maneira efi- 
ciente seus erros. 

Kornberg determinou a estrutura por raios X da RNAP 
II em complexo com TFIIS, um DNA molde de 28 nucleo- 
tídeos, um DNA não molde de 14 nucleotídeos, e um RNA 
de 13 nucleotídeos que é complementar à extremidade 5' 
do DNA molde exceto pelos dois últimos resíduos na ex- 
tremidade 3' do RNA, os quais estão mal pareados (Fig. 
31.25). O híbrido de RNA-DNA movimentou-se para trás 
de forma que estes últimos resíduos ocupam as posições 

1 + 1 e i + 2. O domínio C-terminal de TFIIS está ligado 
no funil da RNAP com uma das suas alças se insinuando 
através do poro para interagir com os resíduos do sítio ati- 
vo da RNAP. Lã ele presumivelmente facilita a reação hi- 



FiGURA 31.25 Estrutura por raios X da RNA polimerase II 
que voltou atrás em complexo com DNA, RNA e TFIIS. A 

RNAP, a qual está representada por um diagrama semitrans- 
parente de sua superfície é vista como nas Figs. 31.226 e 31.24 
com suas subunidades coloridas como na Fig. 31.21a. O DNA 
e o RNA estão mostrado em forma de escada com o RNA (13 
nt) vermelho, o DNA molde (28 nt) verde e o DNA não molde 
(14 nt) azul. Os pares de base nas posições i +1 ei +2 da hélice 
híbrida RNA ■ DNA estão mal pareados. Um íon Mg , o qual 
está representado por uma esfera vermelha próxima à posição 
i + 1 , marca o sítio ativo da RNAP. TFIIS está desenhado de 
forma encorpada em magenta. Seu domínio C-terminal está in- 
serido no funil da RNAP (Fig. 31.22c) com uma alça ocupando 
o poro, onde está próximo ao sítio ativo da RNAP. (Com base 
em estruturas por raios X de Roger Komberg, Stanford Uni- 
versity, EUA. PDBid 3GTM.) 
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drolítica, talvez por ligar-se ao íon Mg 2 do sítio ativo que 
normalmente acompanha o NTP que chega (Seção 31.2Éa) 
e/ou posicionar uma molécula de água hidrolítica. O gati- 
lho em alça nesta estrutura está na conformação “aberta”. 
Interessantemente, a estrutura baseada em crio-microsco- 
pia eletrônica da RNAP de E. coli em complexo com GreB 
indica que GreB, de forma parecida, insere e estende um 
dedo da proteína no sítio ativo da RNAP por meio de seu 
canal secundário, ainda que as estruturas de GreB e TFIIS 
não sejam relacionadas. 

Apesar do precedente, a transcrição é menos acurada 
que a replicação do DNA: as RNAPs incorporam uma base 
incorreta a cada ~10 4 transcritas, enquanto, por exemplo, 
a Pol I de E. coli incorpora uma base incorreta em ~10 7 
(Seção 30.2Ab). As células podem tolerar estas taxas por 
que a maioria dos genes é transcrita repetidamente. Ao con- 
trário, erros na síntese de DNA alteram todos os transcritos 
do gene afetado na célula em que o erro ocorreu e em toda 
a sua progénie. 

d. A RNAP I de mamíferos tem um promotor bipartido 
Uma vez que, como será visto na Seção 31.4B, os numerosos 
genes de rRNA em uma dada célula eucariótica têm sequên- 
cias essencialmente idênticas, sua RNAP I reconhece apenas 
um promotor. Contudo, em contraste com o caso da RNAP 
II e III, os promotores da RNAP I são específicos a espé- 
cies, ou seja, uma RNAP I somente reconhece seu próprio 
promotor e aqueles de espécies estreitamente aparentadas. 
Isso ocorre porque somente espécies intimamente aparenta- 
das apresentam identidades de sequências próximas aos sí- 
tios de iniciação transcricional dos seus genes de rRNA. Os 
promotores da RNAP I foram, portanto, identificados pela 
determinação de como a taxa de transcrição de um gene de 
rRNA é afetada pela sucessão de deleções crescentes aproxi- 
mando-se do seu sítio de iniciação tanto a partir de seu lado 
a montante como a partir de seu lado a jusante. Tais estudos 
têm indicado, por exemplo, que as RNAPs I de mamíferos 
requerem a presença de um assim chamado elemento pro- 
motor central, o qual se estende das posições -31 a +6 e, 
portanto, sobrepõe a região transcrita. Entretanto, a transcri- 
ção eficiente requer adicionalmente um elemento promotor 
a montante, o qual está localizado entre os resíduos -187 e 
-107. Esses elementos, os quais são ricos em G + C e —85% 
idênticos, são ligados por fatores de transcrição específicos 
que então recrutam a RNAP I para o sítio de iniciação da 
transcrição. 


e. Os promotores da RNAP II são complexos e diversos 

Os promotores reconhecidos pela RNAP II são considera- 
velmente mais longos e mais diversos que aqueles dos genes 
procarióticos, mas não foram ainda completamente descritos. 
Os genes estruturais expressos em todos os tecidos, os assim 
chamados genes de manutenção, os quais se acredita serem 
transcritos constitutivamente, têm uma ou mais cópias da se- 
quência GGGCGG ou sua complementar (o box GC) loca- 
lizadas a montante de seu sítio de iniciação da transcrição. 
As análises de deleções e mutações pontuais em viroses eu- 
carióticas como o SV40 indicam que os boxes GC funcionam 
analogamente aos promotores procarióticos. Por outro lado, 
genes estruturais, que são expressos seletivamente em um ou 
alguns tipos de células, muitas vezes carecem dessas sequên- 
cias ricas em GC. Antes, muitos contêm uma sequência con- 
servada rica em A T localizada 25 a 30 pb a montante do seu 
sítio de iniciação da transcrição (Fig. 31.26). Note que esse as- 
sim chamado TATA box assemelha-se à região -10 dos pro- 
motores procarióticos (TATA AT), embora difiram em suas 
localizações relativas ao sítio de iniciação transcricional (-27 
e - 10) . As funções desses dois elementos promotores não são 
estritamente análogas, entretanto, uma vez que a deleção do 
TATA box não necessariamente elimina a transcrição. Antes, 
deleções ou mutações no TATA box geram heterogeneida- 
de no sítio de iniciação transcricional, indicando assim que o 
TATA box participa na seleção desse sítio. 

A região de extensão do gene, entre cerca de —50 e —110, 
também contém elementos promotores . Por exemplo, muitos 
genes estruturais eucarióticos, incluindo aqueles codifica- 
dores de várias globinas, têm uma sequência conservada do 
consenso CCAAT (o CCAAT box ) localizado aproximada- 
mente a -70 e -90, cujas alterações reduzem muito a taxa 
de transcrição do gene. Genes de globinas têm, em adição, 
um CACCC box conservado a montante do CCAAT box 
que também tem sido implicado na iniciação transcricio- 
nal. Evidentemente, as sequências promotoras a montante 
do TATA box formam os sítios de ligação ao DNA iniciais 
para a RNAP II e as outras proteínas envolvidas na iniciação 
transcricional (ver a seguir). 

f. Reforçadores são ativadores transcricionais que podem 
ter posições e orientações variáveis 

Talvez o aspecto mais surpreendente dos elementos contro- 
ladores transcricionais eucarióticos é que alguns deles não 
necessitam ter posições e orientações fixas relativas as suas 
sequências transcritas correspondentes. Por exemplo, o ge- 


FIGURA 31.26 As sequências promotoras de 
genes estruturais eucarióticos selecionados. O 

segmento homólogo, o TATA box, está som- 
breado em vermelho com a base na posição 
—27 sublinhada e o nucleotídeo a ser transcrito 
inidalmente (+1) sombreado em verde. A linha 
inferior indica a sequência consenso de diversos 
promotores com o subscrito indicando o per- 
centual de ocorrência da base correspondente. 
(Segundo Gannon, F., et al., Nature 278, 433 
[1978].) 
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noma de SV40, no qual tais elementos foram primeiramente 
descobertos, contém duas sequências repetidas de 72 pb cada 
que estão localizadas a montante do promotor para expres- 
são gênica inicial. A transcrição não é afetada se uma des- 
sas repetições for deletada, mas é quase eliminada quando 
ambas estão ausentes. A análise de uma série de mutantes 
de SV40 contendo apenas uma dessas repetições demons- 
trou que sua habilidade para estimular a transcrição de seu 
promotor correspondente é independente de sua posição e 
orientação. De fato, a transcrição não é prejudicada quan- 
do esse segmento está a diversos milhares de pares de bases 
a montante ou a jusante do sítio de iniciação transcricional. 
Os segmentos de genes com tais propriedades são nomeados 
reforçadores para indicar que eles diferem dos promotores, 
com os quais eles devem estar associados para engatilhar a 
iniciação da transcrição sítio-específica e fita-específica (ain- 
da que a caracterização de numerosos promotores e refor- 
çadores indique que suas propriedades funcionais são simi- 
lares). Reforçadores ocorrem tanto em vírus eucarióticos 
como em genes celulares. 

Os reforçadores são necessários para a atividade plena de 
seus promotores cognatos. Acreditava-se originalmente que 
os reforçadores agiam de alguma forma como pontos de en- 
trada no DNA para RN AP II (talvez pela alteração da con- 
formação local do DNA ou pela falta de afinidade de ligação 
para histonas que normalmente revestem o DNA eucarióti- 
co; Seção 34. 1B). Entretanto, agora é claro que os reforça- 
dores são reconhecidos por fatores de transcrição específicos 
que estimulam a RNAP II a se ligar ao correspondente, mas 
distante, promotor. Isso requer que o DNA entre o reforça- 
dor e o promotor esteja enlaçado de forma que o fator de 
transcrição possa simultaneamente conectar o reforçador e 
a RNAP II e/ou suas proteínas associadas no promotor. A 
maior parte dos reforçadores celulares está associada a ge- 
nes que são expressos seletivamente em tecidos específicos. 
Parece, portanto, como será discutido na Seção 34.3B, que 
os reforçadores são importantes na mediação da expressão de 
genes seletivos em eucariotos. 

g. Os promotores da RNAP III podem estar localizados a 
jusante de seus srtios de iniciação transcricional 
Os promotores de genes transcritos pela RNAP III podem 
estar localizados totalmente dentro das regiões de transcrição 
dos genes. Donald Brown estabeleceu isso pela construção 
de uma série de deleções mutantes do gene do RN A 5S de 
Xenopus borealis . Deleções das sequências de bases que ini- 
ciam no exterior ou na outra extremidade da porção transcri- 
ta do gene 5S somente impedem a transcrição se estenderem 
o segmento entre os nucleotídeos +40 e +80. De fato, o frag- 
mento do gene do RNA 5S consistindo apenas nos nucleotí- 
deos 41 a 87, quando clonado em um plasmídeo bacteriano, 
é suficiente para dirigir a iniciação específica pela RNAP III 
em um sítio a montante. Isso ocorre porque, como será sub- 
sequentemente demonstrado, a sequência contém o sítio de 
ligação para fatores de transcrição que estimulam a ligação 
a montante da RNAP III. Estudos posteriores têm apresen- 
tado, porém, que os promotores de outros genes transcritos 
por RNAP III ficam totalmente a montante dos seus sítios de 
iniciação. Esses sítios a montante também se ligam a fatores 
de transcrição que recrutam a RNAP III. 


3 CONTROLE DA TRANSCRIÇÃO EM PROCARIOTOS 

Procariotos respondem a mudanças ambientais súbitas, como 
o influxo de nutrientes, pela indução da síntese das proteínas 
apropriadas. Esse processo leva somente alguns minutos já 
que a transcrição e a tradução em procariotos são acopladas 
firmemente: ribossomos começam a tradução próximos à ex- 
tremidade 5' do mRNA nascente, logo após ele ser expelido 
pela RNAP (Fig. 31.27). Além disso, a maioria dos mRNAs 
procarióticos é enzimaticamente degradada dentro dei a 3 mi- 
nutos a partir de sua síntese, eliminando assim a síntese dispen- 
diosa de proteínas desnecessárias após as mudanças nas con- 
dições (a degradação de proteínas é discutida na Seção 32.6). 
De fato, as extremidades 5' de alguns mRNAs são degradadas 
antes de suas extremidades 3' terem sido sintetizadas. 

Em contraste, a indução de novas proteínas em células 
eucarióticas frequentemente leva horas ou dias, em parte 
porque a transcrição ocorre no núcleo e o mRNA resultan- 
te deve ser transportado para o citoplasma, onde a tradução 
ocorre. Entretanto, células eucarióticas, particularmente 
aquelas de organismos multicelulares, têm ambientes relati- 
vamente estáveis; as mudanças maiores em seus padrões de 
transcrição geralmente ocorrem somente durante a diferen- 
ciação celular. 




FIGURA 31.27 Uma micrografia eletrônica e seu desenho 
interpretativo mostrando a transcrição e a tradução simultâneas 
de um gene de E. colL Moléculas de RNAP fazem a transcri- 
ção do DNA da direita para a esquerda enquanto ribossomos 
vão traduzindo os RNAs nascentes (na maioria das vezes, da 
parte mais baixa para o topo). (Cortesia de Oscar L. Miller, Jr., 
e Barbara Hamkalo, University of Virgínia, EUA.) 
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Nesta seção serão examinadas algumas das maneiras pe- 
las quais a expressão de genes procarióticos é regulada por 
controle transcricional. Os eucariotos, sendo criaturas muito 
mais complexas que os procariotos, possuem um sistema de 
controle transcricional correspondentemente mais compli- 
cado, cujos contornos gerais estão começando a se destacar. 
Por essa razão, a discussão do controle transcricional eucari- 
ótico será na Seção 34.3B, onde ela poderá ser considerada 
à luz do que se sabe sobre a estrutura e a organização dos 
cromossomos eucarióticos. 

A. Promotores 

Na presença de altas concentrações de indutores, o óperon lac 
(Seção 31.1Ab) é rapidamente transcrito. Em contraste, o gene 
lacl é transcrito a uma taxa tão baixa que uma célula típica de 
E. coli contém < 10 moléculas do repressor lac. Contudo, o 
gene / não possui um repressor. Antes, ele possui um promotor 
tão ineficiente (Fig. 31.10) que é transcrito em uma proporção 
de aproximadamente uma vez por geração bacteriana. Genes 
que são transcritos a altas taxas possuem promotores eficientes. 
Em geral, quanto mais eficiente o promotor, mais sua sequên- 
cia se assemelha com a sequência consenso correspondente. 

a. A expressão gênica pode ser controlada pela sucessão de 
fatores a 

O processo de desenvolvimento e diferenciação envolve a 
expressão ordenada de forma temporal dos conjuntos de ge- 
nes de acordo com programas geneticamente especificados. 
As infecções por fago estão entre os exemplos mais simples 
de processos de desenvolvimento. Geralmente, só um sub- 
conj unto do genoma do fago, frequentemente chamado de 
genes precoces (early genes), é expresso em hospedeiros 
imediatamente após a infecção pelo fago. Com o passar do 
tempo, genes intermediários começam a ser expressos, e os 
genes precoces , assim como os genes bacterianos, são desli- 
gados. No estágio final da infecção pelo fago, os genes inter- 
mediários dão lugar aos genes tardios. Naturalmente, alguns 
tipos de fagos expressam mais de três conjuntos de genes e 
alguns genes podem ser expressos em mais de um estágio de 
uma infecção. 

Uma maneira na qual famílias de genes são sequencial- 
mente expressas é por “cascatas” de fatores cr. Na infecção 
de Bacillus subtilis pelo bacteriófago SP01, por exemplo, os 
promotores dos genes precoces são reconhecidos pela holo- 
enzima RNAP bacteriana. Dentre esses genes precoces está 
o gene 28, cujo produto é uma nova subunidade tr, designa- 
da cfi p28 , que desloca a subunidade o bacteriana do cerne da 
enzima. A holoenzima reconstituída reconhece somente os 
promotores de genes intermediários do fago, todos os quais 
possuem regiões similares a - 35 e - 10, mas possuem pouca 
semelhança com a região correspondente dos genes da bacté- 
ria e dos genes precoces do fago. Os genes precoces, por essa 
razão, tornam-se inativos assim que seus mRNAs correspon- 
dentes tenham sido degradados. Os genes intermediários do 
fago incluem os genes 33 e 34, que em conjunto especificam 
também um outro fator cr, o gp33/ 4 , que, por sua vez, permite a 
transcrição apenas de genes tardios do fago. 

A maioria das bactérias, incluindo E. coli e B. subtilis, 
também possuem vários fatores cr diferentes (E. coli possui 


sete). Esses não são necessariamente utilizados de uma ma- 
neira sequencial. Mais propriamente, aqueles que diferem do 
fator cr predominante ou primário (cr'°em E. coli) controlam 
a transcrição dos grupos expressados de forma coordenada 
de genes de propósito especial, cujos promotores são muito 
diferentes daqueles reconhecidos pelo fator cr primário. Por 
exemplo, em E. coli, o fator a alternativo cr 32 é o regulador 
principal da resposta a choque térmico (Seção 9.2C), en- 
quanto cr' 4 direciona a expressão de proteínas envolvidas na 
assimilação de nitrogênio. De forma semelhante, a esporu- 
lação em B. subtilis, um processo no qual a célula bacteriana 
é assimetricamente separada em dois compartimentos, o es- 
poro prévio (que se torna o esporo, uma célula de linhagem 
germinativa da qual se originará a progénie subsequente) e 
a célula-mãe (que sintetiza a parede da célula protetora do 
esporo e é eventualmente descartada), é governada por cin- 
co fatores cr adicionais aos da célula vegetativa (não esporu- 
lante): um que é ativo antes de ocorrer a divisão da célula, 
dois que são sequencialmente ativos no esporo prévio e dois 
que são sequencialmente ativos na célula-mãe. A regulação 
cruzada dos fatores a compartimentalizados permite que o 
esporo prévio e a célula-mãe coordenem firmemente esses 
processos de diferenciação. 

B. Repressor lac I: Ligação 

Em 1966, Benno Müller-Hill e Walter Gilbert isolaram o re- 
pressor lac com base na sua habilidade em se ligar a IPTG 
t4 C-marcado (Seção 31.1Aa) e demonstraram que ele é uma 
proteína. Isso foi uma tarefa extremamente difícil porque o 
repressor lac constitui somente —0,002% da proteína no tipo 
selvagem de E. coli. Agora, de qualquer modo, o repressor 
lac é avaliado em quantidade via técnicas de clonagem mole- 
cular (Seção 5.5G). 

a. O repressor lac encontra seu operador por deslizamento ao 
longo do DNA 

O repressor lac é um tetrâmero de sub unidades idênticas de 
360 resíduos, cada qual se liga a uma molécula de IPTG com 
um constante de dissociação de K = 10 ~ b M. Na ausência do 
indutor, o repressor tetrâmero liga-se inespecificamente ao 
duplex de DNA com uma constante de dissociação de K ~ 
10” 4 M. Entretanto, ele se liga especificamente ao operador 
lac com afinidade extremamente maior: K ~ 10 ~ U M. A pro- 
teólise restrita do repressor lac com tripsina revela que cada 
subunidade consiste em dois domínios funcionais: seu pep- 
tídeo N-terminal de 58 resíduos se liga a DNA, mas não a 
IPTG, enquanto o “cerne tetrâmero” remanescente se liga 
somente a IPTG. 

A taxa constante observada para a ligação do repres- 
sor lac ao operador lac é k r « 10 ] ° Af _/ s 1 . Essa taxa é muito 
maior que a calculada para o processo de difusão controlada 
em solução: k, ~ 10' M~ l s~ l para moléculas do tamanho do 
repressor lac. Visto que é impossível que uma reação ocorra 
a uma taxa mais rápida que sua taxa de difusão controlada, o 
repressor lac não deve encontrar o operador em solução em 
uma procura tridimensional aleatória. Mais propriamente, 
parece que o repressor lac encontra o operador pela ligação 
inespecífica ao DNA e pela difusão ao longo dele em uma 
procura unidimensional muito mais eficiente. 
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< Protegido pelo repressor lac » 

5' TGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACA 3 1 
3' ACACACCTTAACACTCGCCTATTGTTAAAGTGTGT 5‘ 

| V ]r I V T T v 

ÍA TGTTA C T 
mutações 0 L "S 

Lt acaat g a 

I SGURâ 31.28 Sequência de bases do operador lac. As re- 
giões de simetria relacionada ( vermelho ) abrangem 28 de seus 
35 pb. O “ + ” denota as posições nas quais a ligação do repres- 
sor reforça a metilação por dimetil sulfato (que metila G em 
N7 e A em N3) e o indica onde essa reação de footprinting 

é inibida. A linha inferior indica as posições e identidades das 
diferentes mutações pontuais que evitam a ligação do repressor 
lac (mutantes O c ). Aquelas em vermelho aumentam a simetria 
do operador. (Segundo Sobell, H.M., in Goldberger, R.F. (Ed.), 
Biological Regulation and Development, Vol. l,p. 193, Plenum 
Press [1979].) 

b. 0 operador /ac tem uma sequência aproximadamente 
palindrômica 

A disponibilidade de grandes quantidades do repressor lac 
tornou possível a caracterização do operador lac. DNA de 
E. coli sonicado em pequenos fragmentos foi misturado 
com o repressor lac e passado através de um filtro de nitro- 
celulose. 

A proteína, com ou sem DNA ligado, se fixa à nitro- 
celulose, enquanto o DNA duplex, sozinho, não o faz. O 
DNA foi liberado da proteína ligada ao filtro pela lavagem 
com solução de IPTG, recombinado ao repressor lac , e o 
complexo resultante tratado com DNase I. O fragmento de 
DNA que o repressor lac protege da degradação pela nucle- 
ase consiste em uma série de 26 pb que está embebida em 
uma sequência dupla quase simétrica de 35 pb (Fig. 31.28, 
parte superior). Tais simetrias palindrômicas são uma ca- 
racterística comum dos segmentos de DNA que são ligados 
especificamente por proteínas (recorde, p. ex., que os sítios 
reconhecidos por endonucleases de restrição são também 
palindrômicos; Seção 5.5 Aa). 


Sequências de DNA palindrômicas, como foi visto, se 
ligam a proteínas que possuem simetria dupla que se encai- 
xem. Entretanto, experimentos de proteção por metilação no 
sistema repressor-operador lac não sustentam completamen- 
te esse modelo: há um padrão assimétrico de diferenças entre 
o operador livre e operador ligado ao repressor na susceti- 
bilidade de suas bases para reagirem com DMS (Fig. 31.28). 
Além disso, mutações pontuais que tomam o operador cons- 
titutivo ( O c ) , e que invariavelmente reduzem a ligação do re- 
pressor ao operador, podem tanto aumentar quanto diminuir 
a simetria dupla do operador (Fig. 31.28). 

c. 0 repressor lac impede a RNAP de formar um complexo de 
iniciação produtivo 

O operador ocupa as posições -7 até +28 do óperon lac 
relativas ao sítio de iniciação da transcrição (Fig. 31.29). 
Estudos de proteção nucleásica indicam que, no complexo 
de iniciação, a RNAP liga-se firmemente ao DNA entre as 
posições "20 e +20 (Seção 31.2Aa). Desse modo, o opera- 
dor lac e o sítio promotor se sobrepõem. Foi então, portan- 
to, vastamente aceito por muitos anos que o repressor lac 
simplesmente obstruía fisicamente a ligação da RNAP ao 
promotor lac. Porém, a observação que o repressor lac e a 
RNAP podem simultaneamente ligar-se ao óperon lac indica 
que o repressor lac deve agir para, de algum modo, interferir 
com o processo de iniciação. Investigações mais detalhadas 
desse fenômeno revelam que, na presença do repressor lac 
ligado, a holoenzima RNAP ainda sintetiza abortivamente 
oUgonucleotídeos, apesar de eles tenderem a ser mais curtos 
que aqueles feitos na ausência do repressor. Evidentemente, 
o repressor lac age de algum modo aumentando a já alta bar- 
reira cinética para a RNAP para gerar um complexo aberto e 
iniciar o alongamento processivo. 

Serão discutidos a estrutura do repressor lac e demais 
aspectos da organização do operador lac na Seção 31.3F. 

C. Repressão catabólica: Um exemplo de ativação de 

genes 

A glicose é o metabólito de preferência de E. coli; a disponi- 
bilidade de quantidades adequadas de glicose impede a plena 
expressão de > 100 genes que codificam proteínas envolvidas 
na fermentação de outros numerosos catabólitos, incluindo a 


Promotor 


gene I 


gene Z 

üí 0 3 ® 

O (í) Ü ÍD [ /) 

Sítio de ligação 

Operador i e I 

lilll 

CAP-cAMP 

\ mRNA ^ * * 


Sequência 
de DNA 


GAAAGCGGGCAGTGACCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATT AGGC-ACCCCAGGCTTTACACTTT ATGC TTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAAT TGTGAGCGGAT AACAAT T TC ACACAGG AAAC AGCTATG ACC ATG 3' 
CTTTCGCCCGTCACTGGCGTTGCGTTAATTACACTGAATCGAGTGAGTAATCCGTGGGGTCCGAAATGTGAAATACGAAGGCCGAGCATACAACACACCTTAACACTCGCCTATTGTTAAAGTGTGTCCTTTGTCGATACTGGTAC 5' 


-80 -70 -60 -50 -40 -30 -20 -10 +1 +10 +20 +30 


FIGURA 31.29 A sequência de nudeotídeos da região do promotor e do operador lac de E. coli. A região se estende da porção 
C-terminal de lacl ( esquerda ) à porção N-terminal de lacZ (direita). As sequências palindrômicas do operador e o sítio de ligação 
a CAP (Seção 31 .3C) estão marcados por uma linha superior ou são sublinhados. (Segundo Dickson, R.C., Abelson, J., Barnes, 
W.M., e Reznikoff, W.A., Science 187 , 32 [1975].) 
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FIGURA 31.30 A cinética da síntese de mRNA do óperon lac 
após sua indução com IPTG, e sua degradação após a adição 
de glicose. E. coli foi cultivada em um meio contendo glicerol 
como sua única fonte de carbono para geração de energia e uri- 
dina marcada com H. IPTG foi adicionado ao meio no início 
do experimento para induzir a síntese de enzimas lac. Após 3 
minutos, glicose foi adicionada para parar a síntese. A quanti- 
dade de RNA lac marcado por 3 H foi determinado pela hibri- 
dização com DNA contendo os genes lacA e lacY. (Segundo 
Adesnik, M., e Levinthal, C., Cold Spring Harbor Symp. Quant. 
Biol 35, 457 [1970].) 

lactose (Fig. 31.30), a arabinose e a galactose , mesmo quan- 
do esses metabólitos estão presentes em altas concentrações. 
Esse fenômeno, o qual é conhecido como repressão catabóli- 
ca, evita o desperdício da duplicação de sistemas de enzimas 
produtoras de energia. 

a. 0 AMPc sinaliza a falta de glicose 

A primeira indicação do mecanismo da repressão catabólica 
foi a observação de que, em E. coli, o nível de AMPc, que 
foi identificado por ser o mensageiro secundário em células 
animais (Seção 18.3Cb), é muito diminuído na presença de 
glicose. Essa observação levou à descoberta de que a adição 
de AMPc em culturas de E. coli supera a repressão catabóli- 
ca pela glicose. Recorde que, em E. coli, a adenilato-ciclase 
é ativada pela enzima ElIA^ fosforilada (ou possivelmente 
desativada pela desfosfo-EII A*' 6 ) , que é desfosforilada no 
transporte da glicose através da membrana celular (Seção 
20. 3D). A presença da glicose, por essa razão, normalmente 
diminui o nível de AMPc em E. coli. 

b. 0 complexo CAP-AMPc estimula a transcrição dos 
óperons cata bó ticos reprimidos 

Alguns mutantes de E. coli, nos quais a ausência de glicose 
não abranda a repressão catabólica, não possuem uma pro- 
teína AMPc-ligante que é sinonimamente nomeada proteína 
ativadora dos genes catabólicos (CAP, de catabolite gene 
activator protein ) e proteína ligante do elemento de respos- 


ta a AMPc (CRP, de AMPc receptor protein ). CAP é um 
homodímero de subunidades com 209 resíduos que sofre 
grandes mudanças conformacionais quando se liga a AMPc. 
Sua função foi elucidada por Ira Pastan, que mostrou que 
o complexo CAP-AMPc, mas não CAP por si mesma, liga- 
se ao óperon lac (entre outros) e estimula a transcrição de 
seus promotores de baixa eficiência na ausência do repressor 
lac. CAP é, por essa razão, um regulador positivo (ativando a 
transcrição) , em contraste ao repressor lac, que é um regula- 
dor negativo (impedindo a transcrição). 

A estrutura por raios X, realizada por Thomas Steitz, de 
CAP-AMPc em complexo com o segmento palindrômico de 
30 pb do dúplex de DNA, cuja sequência assemelha-se à da 
sequência de ligação de CAP (Fig. 31.29), revela que o DNA 
é curvado —90° em torno da proteína (Fig. 31.31a). A curva 
surge de duas dobras de —45° no DNA entre a quinta e a sex- 
ta base fora do eixo do complexo duplo em ambas direções. 
Essa distorção resulta no fechamento do sulco maior e um 
imenso alargamento do sulco menor em cada dobra. 

Por que o complexo CAP-AMPc é necessário para es- 
timular a transcrição de seus óperons- alvo? E como ele faz 
isso? O óperon lac tem um promotor fraco (de baixa efi- 
ciência); suas sequências -10 e -35 (TATGTT e TTTACA; 
Fig. 31.10) diferem significantemente da sequência consenso 
correspondente dos promotores fortes (de alta eficiência) 
(TATAAT e TTGACA; Fig. 31.10). Tais promotores fracos 
evidentemente requerem alguma espécie de ajuda para ini- 
ciação transcricional eficiente. 

Richard Ebright demonstrou que CAP interage direta- 
mente com a RNAP por meio do CTD da sua subunidade ct 
de 85 resíduos (a CTD) de um modo que estimula a RNAP 
a iniciar a transcrição de um promotor próximo. O a CTD 
também se liga a dsDNA inespecificamente, mas o faz com 
mais alta afinidade por sítios ricos em A + T assim como 
aqueles dos elementos UP (Seção 31.2Aa). Ele é flexivel- 
mente ligado ao resto da subunidade a e por isso não é visto 
na estrutura por raio X da Tth RNAP (Fig. 31.11) devido ao 
desarranjo. 

Três classes dos mais de cem promotores CAP-depen- 
dentes foram caracterizadas: 

1. Os promotores classe I, tais como os do óperon lac, 
requerem somente CAP-AMPc para ativação transcricio- 
nal. O sítio de ligação de CAP ao DNA pode estar locali- 
zado a várias distâncias do promotor, contanto que CAP e 
RNAP liguem-se à mesma face da hélice do DNA. Assim, 
CAP-AMPc ativa a transcrição do óperon lac , caso o sítio 
de ligação ao DNA esteja centrado próximo às posições 
—62 (sua posição selvagem; Fig. 31.29), —72, —83, —93 ou 
— 103, todas separadas por uma volta da hélice. Para os sí- 
tios posteriores, isso requer que o DNA se dobre para per- 
mitir que o CAP-AMPc se conecte ao aCTD. Tal torção é 
provavelmente facilitada pela curvatura do DNA ao redor 
de CAP-AMPc. 

2. Os promotores classe II também requerem somente 
CAP-AMPc para ativação transcricional. Porém, nos pro- 
motores classe II, o sítio de ligação à CAP ocupa apenas 
uma posição fixa a qual se sobrepõe ao sítio de ligação da 
RNAP, aparentemente pela substituição da região promoto- 
ra -35 do promotor. CAP então interage com a RNAP por 
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FIGURA 31.31 Estrutura por raios X dos complexos CAP-AMPc-dsDNA. O dsDNA e o AMPc nestes complexos de simetria 
bilateral estão coloridos de acordo com o tipo de átomo, com C do DNA branco, AMPc verde, N azul, O vermelho e P cor de la- 
ranja. (a) CAP-AMPc em complexo com um DNA autocompl ementar palindrômico de 30 pb visto com seu eixo molecular duplo 
horizontal, com suas subunidades idênticas cor-de-rosa e azul e com seus domínios C-terminal sombreados. O DNA está represen- 
tado em forma de bastões com átomos P sucessivos da mesma fita conectados por hastes cor de laranja e com o AMPc desenhado 
na forma de volume atômico. ( b ) CAP-AMPc em complexo com um DNA palindrômico de 44 pb e quatro subunidades aCTD. O 
DNA, o CAP e o AMPc são vistos como na Parte a com o DNA desenhado na forma de volume atômico. As subunidades aCTD 
estão desenhadas na forma de fitas com o aCTD CAP,UjNA verde e o aCTD UNA verde-escuro, (c) A mesma estrutura que na Parte a, 
mostrando a ligação dos dois motivos de hélice- volta-hélice (HTH) do dímero CAP em sulcos maiores sucessivos do DNA. A vista 
está torcida 45° sobre o eixo vertical em relação a Parte a. Note como a hélice F do CAP (reconhecimento) está inserida no sulco 
maior do DNA como também pode ser visto nas Partes a e b. (Partes aec com base na estrutura por raios X de Thomas Steitz, 
Yale University, EUA. PDBid 1CGP. Parte b com base na estrutura por raios X de Helen Berman e Richard Ebright, Rutgers 
University, EUA. PDBid 1LB2.) Ver Exercício interativo 38 


interações tanto com o aCTD e a subunidade a do domínio 
N-terminal. 

3. Os promotores classe III requerem ativadores múltiplos 
para estimular maximamente a transcrição. Estes podem ser 
dois ou mais complexos CAP-AMPc ou um complexo CAP- 
-AMPc agindo em combinação com ativadores promotor- 
-específicos, como ocorre no óperon araBAD (Seção 31.3E). 

A estrutura por raios X do CAP-AMPc em comple- 
xo com o aCTD de E. coli e um DNA palindrômico de 
44 pb contendo o sítio de ligação CAP-AMPc de 22 pb e 
5'-AAAAAA-3' em cada extremidade, determinada por 
Helen Berman e Ebright, revela como esses componentes 
interagem (Fig. 31.31b). O complexo simétrico duplo CAP- 
-AMPc-aCTD contém dois pares localizados diferentemen- 
te de aCTDs. Cada membro do par designado aCTD CAP,DNA 
liga-se tanto à CAP como ao DNA. CAP e aCTD CAP,DNA 
interagem sobre uma superfície surpreendentemente peque- 


na, envolvendo somente seis resíduos em cada proteína que 
experimentos de mutagênese tinham implicado previamente. 
O aCTD CAP,DNA também interage com o sulco menor do seg- 
mento de 6 pb do DNA (5'-AAAAAG-3') centralizado a 19 
pb do centro do DNA. Cada membro do outro par dos aC- 
TD s, designados aCTD DNA , interage com o sulco menor de 
uma sequência semelhante ao elemento UP (5'-GAAAAA- 
3') que está casualmente presente no DNA, mas que não faz 
contato com outras moléculas proteicas. As porções comuns 
dos dois complexos CAP ilustrados na Fig. 31. 31a , b são so- 
brepostas firmemente, indicando assim que a conformação 
de CAP e suas interações com o DNA não são significativa- 
mente alteradas pela sua associação com o aCTD. Evidente- 
mente, o CAP-AMPc ativa transcricionalmente a RN AP por 
meio de um mecanismo “adesivo” simples que facilita e/ou 
estabiliza suas interações com o DNA promotor. A estrutura 
do aCTD CAP,DNA e do aCTD CAP e suas interações com o DNA 
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são quase idênticas, sugerindo assim que eles são represen- 
tantes da interação de um aCTD com um elemento UP. 

D. Interações proteína-DNA sequência-específicas 

Visto que a expressão genética é controlada por proteínas 
como CAP e repressor lac, uma importante questão no es- 
tudo da regulação gênica é como essas proteínas reconhe- 
cem suas sequências de bases-alvo no DNA. Proteínas de 
ligação ao DNA sítio-específicas em geral não rompem 
os pares de bases do DNA dúplex ao qual elas se ligam. 
Consequentemente, essas proteínas podem apenas distinguir 
entre os quatro pares de bases (A • T, T • A, G • C, C • G) de 
acordo com os grupos funcionais desses pares de bases que se 
projetam nas cavidades maiores ou menores do DNA. Uma 
inspeção da Fig. 5.12 revela que os grupos expostos na cavida- 
de maior têm uma maior variação nos seus tipos e arranjos do 
que aqueles que são expostos na cavidade menor. De fato, as 
posições dos aceptores de ligações de hidrogênio na cavidade 
maior variam tanto com a identidade como com a orienta- 
ção desses pares de bases, enquanto nas cavidades menores 
elas são basicamente sequência-independentes. Além disso, 
a cavidade menor de ~5 Á de extensão e —8 À de profun- 
didade do B-DNA regular (ideal) é muito estreita para ad- 
mitir elementos estruturais de proteínas, como uma hélice a, 
enquanto a cavidade maior de —12 Á de extensão e ~8 À 
de profundidade pode fazê-lo. Desse modo, na ausência de 
mudanças conformacionais maiores para o B-DNA, pode-se 
esperar que as proteínas pudessem diferenciar mais facilmen- 
te sequências de bases da cavidade maior do que da cavidade 
menor. Será visto a seguir que esse é, de fato, o caso. 

a. 0 motivo hélice-volta-hélice é um elemento comum de 
reconhecimento de DNA em procariotos 

Ver Exploração guiada 30: Interações fator de transcrição-DNA 

As duas hélices F simetricamente dispostas do dímero de 
CAP projetam -se da superfície da proteína de tal forma 
que elas se encaixam em cavidades maiores sucessivas do 
B-DN A (Fig. 31.31). As hélices E e F da CAP formam um 
motivo hélice-volta-hélice (HTH) ( estrutura supersecun- 
dâria) que se assemelha em conformação a motivos HTH 
análogos de numerosos outros repressores procarióticos 
de estrutura por raios X e ressonância magnética (RM) co- 
nhecida, incluindo o repressor lac , o repressor trp de E. 
coli (Seção 31.3G) e os repressores cl e as proteínas Cro 
de bacteriófagos X e 434 (Seção 33. 3D). Motivos HTH são 
segmentos polipeptídicos de —20 resíduos que formam 
duas hélices a com cruzamento em —120° (Fig. 31.31c). 
Eles ocorrem como componentes de domínios que de ou- 
tra forma teriam estruturas bastante variadas, ainda que 
todas se ligassem a DNA. Note que motivos HTH são es- 
truturalmente estáveis somente quando são componentes 
de proteínas maiores. 

As estruturas por raios X e de RM de uma série de 
complexos proteína-DNA (ver a seguir) indicam que pro- 
teínas que se ligam a DNA contendo um motivo HTH se as- 
sociam a seus pares de bases-alvo principalmente por meio 
das cadeias laterais que se estendem a partir da segunda hé- 
lice do motivo HTH, a chamada hélice de reconhecimento 
(hélice F na CAP, E no repressor trp e a3 em proteínas de 


fago). De fato, a substituição dos resíduos da face exterior 
da hélice de reconhecimento do repressor 434 com os resí- 
duos correspondentes do bacteriófago P22 afim produz um 
repressor híbrido que se liga aos operadores P22, mas não 
àqueles do 434. Além disso, os motivos HTH em todas essas 
proteínas têm sequências de aminoácidos que são similares 
a todas as outras e a segmentos polipeptídicos em numero- 
sas outras proteínas DNA-ligantes procarióticas, incluindo 
o repressor lac. Evidentemente, essas proteínas são evoluti- 
vamente relacionadas e ligam seus DNAs-alvo de uma ma- 
neira similar. 

Como a hélice de reconhecimento identifica suas 
sequências-alvo? Uma vez que cada par de bases apresenta 
uma constelação de grupos de ligações de hidrogênio na ca- 
vidade maior do DNA que são diferentes e presumivelmente 
facilmente diferenciadas, parece provável que houvesse uma 
correspondência simples, análoga ao pareamento de bases de 
Watson-Crick, entre os resíduos de aminoácido da hélice de 
reconhecimento e as bases que eles contatam para formar as 
associações sequência-específicas. As estruturas por raios X 
anteriormente mencionadas, porém, indicam que essa ideia 
está incorreta. Mais propriamente, o reconhecimento de se- 
quências de bases resulta de interações estruturais comple- 
xas. Por exemplo: 

1. As estruturas por raios X do 48% idêntico domínio 
N-terminal do repressor 434 (resíduos 1 a 69) e o conjunto 
total de 71 resíduos da proteína Cro 434 em seus complexos 
com o mesmo alvo de DNA de 20 pb (a expressão do fago é 
regulada pela ligação diferencial dessas proteínas ao mesmo 
segmento de DNA; Seção 33.3Db) foram ambos determina- 
dos por Stephen Harrison. Ambas proteínas homodiméricas, 
como visto para CAP (Fig. 31.31), se associam ao DNA em 
um duplo simétrico de maneira que suas hélices de reconhe- 
cimento ligam-se em sucessivas voltas da cavidade maior do 
DNA (Figs. 31.32 e 31.33). Em ambos complexos, a confor- 
mação da proteína adapta-se à superfície do DNA e interage 
com suas bases pareadas e cadeias açúcar-fosfato por redes 
elaboradas de ligações de hidrogênio, pontes de sais e liga- 
ções de van der Waals. Contudo, as geometrias detalhadas 
dessas associações são significativamente diferentes. No 
complexo repressor-DNA (Fig. 31.32), o DNA se torce em 
torno da proteína em um arco de raio de —65 À que com- 
prime a cavidade menor em —2,5 Á próxima ao seu centro 
(entre os dois monômeros da proteína) e estende-se em —2,5 
A em direção a sua extremidade. Em contraste, o DNA em 
complexo com Cro (Fig. 31.33), embora também curvado, é 
quase reto em seu centro e tem uma menor compressão na 
cavidade menor (compare Figs. 31.32a e 31.33a). Isso explica 
por que a substituição simultânea de três resíduos na héli- 
ce de reconhecimento do repressor por aqueles ocorrentes 
no Cro não ocasiona uma ligação com afinidade tipo Cro da 
proteína híbrida resultante ao DNA: a conformação diferen- 
te do DNA em complexo com repressor e com Cro evita que 
qualquer cadeia lateral particular interaja identicamente com 
o DNA nos dois complexos. 

2. Paul Sigler determinou a estrutura por raios X do re- 
pressor trp de E. coli em complexo com o DNA contendo 
um palíndromo de 18 pb ('TGT ACTAGTT A ACTAGT AC. 
onde a sequência-alvo do repressor trp está sublinhada) que 
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FIGURA 31.32 Estrutura por raios X do domínio N-terminal de 69 resíduos do repressor do fago 434 em complexo com um 
dsDNA de 20 pb contendo sua sequência-alvo. Uma fita do DNA tem a sequência d(TATACAAGAAAGTTTGTACT). ( a ) O 
complexo visto com o eixo horizontal duplo da proteína homodimérica. A proteína está desenhada em forma de fita com uma de 
suas duas subunidades idênticas azul e a outra vermelha e com seus motivos hélice-volta-hélice (HTH) sombreados mais escuros. 
O DNA está desenhado na forma de bastões com C branco, N azul e P cor de laranj a e com átomos P sucessivos na mesma cadeia 
conectados por hastes cor de laranja, (b) Um esboço esquemático indicando como o motivo HTH, que inclui as hélices a2 e a.3, 
interage com seu DNA-alvo. As barras curtas que emanam da cadeia polipeptídica representam grupos peptídicos NH, ligações 
de hidrogênio são representadas por linhas tracejadas e os fosfatos do DNA são representados por círculos numerados. O círculo 
pequeno é uma molécula de água. (Parte a com base em estruturas por raios X de e Parte b cortesia de Aneel Aggarwal, John An- 
derson e Stephen Harrison, Harvard University, EUA. PDBid 20R1.) Ver Exercício interativo 39 e Exercício de cineimagem 18.1 



(a) (b) 


FIGURA 31.33 Estrutura por ralos X da proteína Cro 434 de 71 resíduos em complexo com o mesmo DNA de 20 pb mostrado na 
Fig. 31.32. As Partes a e b correspondem àquelas na Fig. 31.32. Note a correspondência próxima, mas nao idêntica entre as duas 
estruturas e em particular a diferença nas larguras da cavidade menor entre as duas subunidades em cada estrutura. (Parte a com 
base em estrutura por raios X de e Parte b cortesia de Alfonso Mondragón, Cynthia Wolberger e Stephen Harrison, Harvard Uni- 
versity, EUA. PDBid 3CRO.) 
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FIGURA 31.34 Estrutura por raios X do complexo repressor írp-opera- 
dor-triptofano de E. coli. O complexo é visto com seu eixo molecular du- 
plo horizontal. As duas subunidades idênticas da proteína estão desenha- 
das em forma de fita coloridas cor-de-rosa e azul com seus motivos HTH 
(hélices D e E) mais fortemente coloridos. O dsDNA autocomplementar 
contendo 18 pb é mostrado em forma de bastões com C branco, N azul, 

P cor de laranja, e com átomos P sucessivos da mesma cadeia conectados 
por hastes cor de laranja. O repressor trp liga-se ao seu operador somente 
quando o L-triptofano, desenhado em forma de volume atômico com C 
verde, é ligado simultaneamente. Note que as hélices de reconhecimento 
da proteína (E) se ligam, como esperado, a cavidades maiores sucessivas 
do DNA mas estendem-se quase perpendicularmente ao eixo do DNA 
dúplex. Em contraste, as hélices de reconhecimento do repressor 434 e 
das proteínas Cro são quase paralelas às cavidades maiores de seus DNAs 
ligados (Figs. 31.32 e 31.33), enquanto aquelas da CAP assumem uma 
orientação intermediária (Fig. 31.31). (Com base na estrutura por raios X 
de Paul Sigler, Yale University, EUA. PDBid 1TRO.) 
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se assemelha estritamente ao operador trp (Seção 31.3G). 
As hélices de reconhecimento da proteína dimérica se li- 
gam, como esperado, a cavidades maiores sucessivas do 
DNA, cada uma em contato com um meio-sítio do operador 
(ACTAGT; Fig. 31.34). Há numerosos contatos por ligações 
de hidrogênio entre o repressor trp e oxigénios fosfatados 
não esterificados do DNA ligado. Espantosamente, porém, 
não há ligações de hidrogênio diretas ou ligações não pola- 
res que possam explicar a especificidade do repressor pelo 
seu operador. Antes, todas com exceção de uma interação por 
ligações de hidrogênio cadeia lateral-base são mediadas por 
pontes de moléculas de água (a única interação direta envolve 
uma base que pode ser mutada sem afetar muito a afinidade 
de ligação do repressor). Tais moléculas de água encober- 
tas, por essa razão, têm sido descritas como cadeias laterais 
“honorárias” da proteína. Em adição, o operador contém 
diversos pares de bases que não estão em contato com o re- 
pressor, mas cujas mutações, apesar disso, diminuem muito 
a afinidade de ligação do repressor. Isso sugere que o ope- 
rador assume uma conformação sequência-específica que 
torna favoráveis os contatos com o repressor. De fato, a com- 
paração da estrutura por raios X de um DNA autocomple- 
mentar de 10 pb sem complexo contendo um meio-sítio do 
operador trp ( CC ACT AGT GG) com o DNA em complexo 
repressor-operador trp revela que o meio-sítio ACTAGT 
assume conformação idiossincrática e padrões de hidratação 
quase idênticos em ambas as estruturas. Entretanto, a hélice 
do B-DNA, que é reta no DNA 10-mer, é curvada em 15° 
em direção ao sulco maior em cada meio-sítio operador do 
complexo repressor-operador. Outras sequências de DNA 
poderiam, de modo conceptível, assumir a conformação do 
repressor-operador ligado, mas a um gasto de energia mui- 
to alto para formar um complexo estável com o repressor (a 
preferência medida de 10 4 vezes do repressor trp por seu ope- 


rador em comparação a outros DNAs implica uma diferença 
de —23 kJ • mol " 1 em suas energias livres de ligação). Esse 
fenômeno, no qual uma proteína percebe a sequência de ba- 
ses do DNA pela conformação e/ou flexibilidade do suporte 
principal do DNA, é referido como leitura indireta. O re- 
pressor 434 aparentemente também emprega a leitura indi- 
reta: a substituição do par de bases central A • T do operador 
mostrado na Fig. 31.32 por G • C reduz a afinidade de ligação 
em até 50 vezes ainda que o repressor 434 não se ligue a essa 
região do DNA. 

Portanto, parece que não há regras simples governando 
como resíduos de aminoácidos particulares interagem com 
bases. Antes, a especificidade de sequência resulta de um con- 
junto de interações mutuamente favoráveis entre a proteína e 
seu DNA-alvo. 

b. O repressor met contém uma folha [i pregueada 

antlpa rateia que se liga à cavidade maior de seu DNA-alvo 
O repressor met (MetJ), de E. coli quando em complexo 
com ^-adenosilmetionina (SAM; Fig. 26.18), reprime a 
transcrição de seu próprio gene e daqueles que codificam 
enzimas envolvidas na síntese de metionina (Fig. 26.60) 
e SAM. A estrutura por raios X do complexo repressor 
mef-SAM-operador (Fig. 31.35), determinada por Simon 
Phillips, revela um dímero simétrico de homodímeros en- 
trelaçados que carece de um motivo HTH. Mais propria- 
mente, o repressor met se liga a sua sequência palindrômi- 
ca-alvo no DNA por meio de dois pares simetricamente 
relacionados de folhas |3 pregueadas antiparalelas simétri- 
cas (chamadas meandro (3) que são inseridas em cavida- 
des maiores sucessivas do DNA. Cada fita (3 faz contatos 
sequência-específicos com sua sequência-alvo no DNA 
por meio de ligações de hidrogênio e, provavelmente, de 
leitura indireta. 
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FIGLR/ 31.35 Estrutura por ralos X do complexo repressor met- SAM- operador de E. colL (a) A estrutura geral do complexo, 
como visto ao longo de seu eixo duplo de simetria. O DNA autocomplementar de 18 pb está desenhado em forma de palitos, e 
SAM, que deve estar ligado ao repressor para que ele também se ligue ao DNA, está demonstrado na forma de volume atômico, 
com o C do DNA branco, C do SAM verde, N azul, O vermelho, P cor de laranja e S amarelo. O DNA se liga a quatro subunidades 
idênticas de 104 resíduos do repressor. Pares de subunidades ( ciano e violeta ) formam dímeros simétricos nos quais cada subunida- 
de doa uma fita das duas em folha (3 pregueada antiparalela que é inserida na cavidade maior do DNA ( superior à esquerda e infe- 
rior à direita ). Esses dois dímeros pareiam através do eixo duplo do complexo por meio de suas hélices antiparalelas N-terminais, 
as quais entram em contato uma com a outra pela cavidade menor do DNA. ( b ) Vista detalhada da metade inferior da Parte a 
mostrando a folha (3 pregueada antiparalela (resíduos 21 a 29) inserida na cavidade maior do DNA, como visto ao longo do eixo 
duplo local (rotado em relação à Parte a por 50° sobre o eixo vertical). O DNA está demonstrado em forma de volume atômico e as 
cadeias polipeptídicas estão desenhadas em forma de palitos com C verde. Ligações de hidrogênio estão indicadas por linhas ponti- 
lhadas. (Com base nas estruturas por raios X de Simon Phillips, University of Leeds, Reino Unido. PDBid 1CMA.) 
tjfZ Ver Exercício interativo 41 


Phillips primeiramente determinou a estrutura por raios X 
do repressor met na ausência do DNA. Estudos para constru- 
ção de um modelo visando elucidar como o repressor met se 
liga ao seu DNA-alvo palindrômico assumem que os eixos 2 
vezes rotados de ambas moléculas deviam ser coincidentes, 
como eles são em todos complexos proteína-DNA de proca- 
riotos de estrutura conhecida. Havia, consequentemente, duas 
escolhas razoáveis: (1) A proteína poderia se ancorar ao DNA 
com os pares mencionados anteriormente de fitas p entrando 
em sulcos maiores sucessivos; ou (2) um par simetricamente 
relacionado de hélices a projetadas na face oposta da pro- 
teína poderia fazê-lo de forma semelhante à maneira na qual 
as hélices de reconhecimento do motivo HTH interagem com 
o DNA. Uma variedade de critérios estruturais sugerem que 
as hélices a fazem significativamente melhores contatos com 
o DNA do que as fitas p. Assim, a observação de que são, de 
fato, as fitas p que se ligam ao DNA fornece uma importan- 
te lição: os resultados de estudos para construção de modelos 
devem ser tratados com o máximo de cuidado. Isso porque a 
compreensão imprecisa da energética das interações intermo- 
leculares (Seção 8.4 e 29.2) nos impede de predizer com segu- 
rança como macromoléculas em associação adaptam-se umas 
às outras. No caso do repressor met, a acomodação estrutural 
mútua imprevisível da proteína e do DNA produz uma superfí- 


cie significativamente mais ampla do que predito pelo simples 
ancoramento do repressor Met não em complexo ao B-DNA 
ideal. 

Os numerosos reguladores transcricionais procarióticos 
de estruturas conhecidas contêm ou um motivo HTH ou pa- 
res de fitas p como o repressor met (ainda que numerosas 
proteínas DNA-ügantes procarióticas, incluindo a GAP, con- 
tenham uma elaboração do motivo HTH conhecido como o 
motivo hélice alada no qual duas torções proteicas, uma das 
quais se Üga à cavidade menor do DNA, flanqueiam a hélice 
de reconhecimento HTH como as asas de uma borboleta). 
Além disso, a maioria dessas proteínas são homodímeros que 
se ligam a sequências-alvo de DNA palindrômicas ou pseu- 
dopalindrômicas. De qualquer modo, fatores de transcrição 
eucarió ticos, como será estudado na Seção 34.3B, empregam 
uma variedade muito mais ampla de motivos estruturais para 
ligar seus DNAs-alvo, muitos dos quais carecem de simetria. 

E. Ôperon araBAD: Controle positivo e negativo pela 
mesma proteína 

Humanos não metabolizam nem absorvem no intestino ne- 
nhum açúcar L-arabinose de plantas. Por isso, as E. coli que 
normalmente habitam o intestino humano são periodicamente 
presenteadas com um banquete dessa pentose. Três das cinco 
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FIGURA 31.36 Mapa genético dos óperons araC e araBAD de E. coli. O mapa indica as proteínas que esses óperons codificam 
e as reações das quais essas proteínas participam. O sistema da permease, que transporta arabinose para dentro da célula, é o pro- 
duto dos genes araE e araF, que ocorre em dois óperons independentes. O produto da rota, xilulose-5-fosfato, é convertido por 
meio da rota pentose-fosfato, nos intermediários glicolíticos frutose 6-fosfato e gliceraldeído-3-fosfato (Seção 23.4). (Segundo Lee, 
N., in Miller, J.H., e Rezinkoff, W.S. (Eds.), The óperon, p. 390, Cold Spring Harbor Labor atory Press [1979].) 


enzimas de E. coli que metabolizam arabinoses são produtos 
do óperon araBAD (Fig. 31.36) reprimível por catabólitos. 

O óperon araBAD , como Robert Schleif demonstrou, 
contém, a montante de seu sítio de iniciação transcricional, 
os sítios controladores arai, araO l e ara0 2 (Fig. 31.37a). O 
sítio arai (/ de indutor) consiste em dois meio-sítios estreita- 
mente similares de 17 pb, arai) e aral 2 , que são repetições di- 
retas separadas por 4 pb e estão orientadas de tal forma que 
ara/ 2 , que se sobrepõe à região -35 do promotor araBAD , 
está a jusante de aral v Do mesmo modo, araO consiste em 
dois meio-sítios diretamente repetidos, 0 1L e 0 1R . De manei- 
ra intrigante, porém, ara0 2 consiste em um único meio -sítio 
que está localizado em uma região não codificadora a mon- 
tante do gene araC (ver a seguir), na posição -270 relativa 
ao sítio de iniciação de araBAD. 

A transcrição do óperon araBAD é regulada tanto por 
CAP-AMPc como pela proteína arabinose-iigante AraC. Cada 
subunidade de 292 resíduos do homodímero AraC consiste em 
um domínio N-terminal, arabinose-iigante e de dimerização 
(resíduos 1-170) conectado por meio de um elo flexível com o 
domínio DNA-ligante C-terminal (resíduos 178-292). A regula- 
ção do óperon araBAD ocorre como a seguir (Fig. 31.37): 

1. Na ausência de AraC, a RNAP inicia a transcrição do gene 
araC na direção oposta de seu vizinho a montante, araBAD. O 
óperon araBAD é expresso em um nível basal baixo. 

2. Quando AraC está presente, mas não há arabinose ou 
CAP-AMPc (alta glicose), AraC liga-se a ara0 2 e a arai, por 
meio de dois motivos HTH em cada uma das suas subunida- 
des. A ligação de AraC ao arai, impede a RNAP de iniciar 
a transcrição do óperon araBAD (controle negativo). Uma 
série de deleções indica que a presença do ara0 2 é também 


necessária para a repressão de araBAD. A separação nota- 
velmente grande de 210 pb entre ara0 2 e aral x por essa razão 
sugere fortemente que o DNA entre eles é enlaçado de modo 
que a molécula dimérica da proteína AraC liga simultanea- 
mente araO, e aral v Isso é corroborado pela observação que 
o nível de repressão é muito diminuído pela inserção de 5 
pb (meia volta) de DNA entre esses dois sítios, transferindo 
assim ara0 2 para a face oposta da hélice de DNA relativa a 
arai , na suposta torção. Contudo, a inserção de 11 pb (uma 
volta) de DNA não tem tal efeito. Além disso, torções não 
ocorrem prontamente a menos que o DNA seja supertorci- 
do, o que presumivelmente impele o processo de torções. O 
dímero AraC também se liga a araO v o operador do gene 
araC para assim bloquear a transcrição de araC, mas somen- 
te em altas concentrações. Assim, é provável que o DNA em 
alças por si só reprima a transcrição de araC. Em qualquer 
caso, a expressão de araC é autorregulatória. 

3. Quando arabinose está presente, ela induz alostericamen- 
te a subunidade AraC ligada a ara0 2 a se ligar a arai,. Isso 
ativa a RNAP a transcrever os genes araBAD (controle po- 
sitivo). Quando o nível de AMPc é alto (glicose baixa), CAP- 
AMPc, cuja presença é necessária para completar o nível má- 
ximo de ativação transcricional, liga-se a um sítio entre araO, 
e aral x , onde sua função é aj udar a quebrar a alça entre araO, 
e araly e consequentemente a aumentar a afinidade de AraC 
por aral 2 . A orientação de araO, com relação a araC é oposta 
àquela de arai com relação a araBAD, e por isso a ligação de 
AraC-arabinose a araO x bloqueia a ligação da RNAP no pro- 
motor araC, isto é, ele reprime a expressão de AraC. 

Se o subsítio de arai, é mutado de forma a aumentar a 
afinidade de AraC por ele, arabinose não é mais necessária 
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FIGURA 31.37 O mecanismo de regulação de araBAD. (a) Na ausência de AraC, a RNAP inicia a transcrição de araC. araBAD 
é também expressado, mas em nível basal. ( b ) Quando araC está presente, mas não há L-arabinose ou AMPc, AraC liga simulta- 
neamente ara0 2 e aral ; para formar o dobramento do DNA, reprimindo assim tanto araC como araBAD. (c) Quando AraC e L- 
-arabinose estão presentes e AMPc é abundante, o complexo AraC-arabinose resultante libera ara0 2 e em seu lugar se liga a aral 2 , 
ativando assim a transcrição de araBAD. Esse processo é facilitado pela ligação de CAP-AMPc. araC é reprimido pela ligação de 
AraC-arabinose a araO v 


durante a ativação transcricional. Isso sugere que arabino- 
se não transforma AraC em conformação para tornã-Io um 
ativador, mas, antes, diminui sua afinidade de ligação por 
ara0 2 . Se o sítio arai for virado ou movido a montante de 
forma que aral 2 não se sobreponha ao promotor araBAD, 
AraC não pode estimular a transcrição. Evidentemente, 
AraC ativa a RNAP por interações proteína-proteína específi- 
ca e relativamente inflexíveis. 

As estruturas por raios X do domínio N-terminal de AraC 
(resíduos 2-178), tanto na presença como na ausência de ara- 
binose, foram determinadas por Schleif e Cynthia Wolberger. 
Na presença da arabinose, esse domínio consiste em um barril 
p de 8 fitas acompanhado por duas hélices a antiparalelas (Fig. 
31.38). Tais domínios associam-se por meio de uma espiral en- 
rolada antiparalela entre cada uma de suas hélices C- terminais 
para formar a interface de dimerização da proteína. Uma mo- 
lécula de arabinose liga-se em um bolso de cada barril |3 por 
meio de uma rede de ligações de hidrogênio diretas ou media- 
das por água com cadeias laterais que revestem o bolso. Os 
resíduos 7 a 18 do braço N-terminal se posicionam transversal- 
mente à abertura do bolso açúcar ligante (os resíduos 2-6 são 
desordenados), circundando assim totalmente a arabinose. A 



FIGURA 31.38 Estrutura por raios X de AraC de E. coli em 
complexo com L-arabinose. A proteína homodimérica é vista 
ao longo de seu eixo duplo com cada uma de suas subunidades 
colorida na ordem das cores do arco-íris da extremidade N- 
-terminal (azul) a extremidade C-terminal (vermelha). A arabi- 
nose é delineada na forma de volume atômico com C verde e O 
vermelho. (Com base em uma estrutura por raios X de Robert 
Schleif e Cynthia Wolberger, Johns Hopkins University, EUA. 
PDBid 2ARC.) 
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estrutura do domínio N-terminal na ausência da arabinose é 
basicamente a mesma que está em complexo com a arabinose, 
com a exceção de que o braço N-terminal é desordenado, uma 
observação esperada considerando que ele interage com ara- 
binose ligada por meio de uma série de ligações de hidrogênio. 

Como a ligação da arabinose induz a subunidade AraC 
ligada a ara0 2 a se ligar a aralfl Diversas linhas de evidências 
indicam que, na ausência de arabinose, o braço N-terminal 
de AraC liga-se a seu domínio de ligação ao DNA de modo 
a favorecer a formação de um laço: (1) a deleção do braço 
N-terminal além de seu sexto resíduo faz AraC agir como se 
arabinose estivesse presente; (2) mutações em resíduos da su- 
perfície no domínio de ligação ao DNA que presumivelmen- 
te eliminam sua ligação do braço N-terminal também ativam 
constitutivamente AraC; e (3) mutações no domínio de ligação 
ao DNA que enfraquecem a ligação da arabinose à proteína, 
presumivelmente pelo fortalecimento da ligação do braço 
N-terminal, podem ser suprimidas por uma segunda mutação 
no braço N-terminal ou pela deleção de seus cinco resíduos 
N-ter minais. Evidentemente, a ligação do braço N-terminal ao 
domínio de ligação ao DNA na ausência de arabinose enrijece 
o dímero AraC de modo que ele não possa ligar-se de forma 
simultânea a araf e aral 2 diretamente repetidos e com isso in- 
duzir a transcrição de araBAD. Isso é confirmado pela obser- 
vação de que (1) a união de dois domínios de ligação ao DNA 
de AraC por meio de polipeptídeos flexíveis produz proteínas 
que se comportam como AraC na presença de arabinose, e 
(2) uma construção que consiste em dois meio-sítios fita dupla 
araf flexivelmente conectados por um segmento de 24 nt de 
DNA de fita simples se liga a AraC do tipo selvagem com uma 
afinidade que não é afetada com a arabinose. 

F. Repressor /ac II: Estrutura 

Aqui continua a discussão a respeito do repressor lac , mas 
agora considerando os conceitos aprendidos na Seção 
31.3C-E. 


a. A formação da alça é importante na expressão do óperon 
fac 

A formação de alças no DNA, como se sabe agora, ocorre 
em numerosas bactérias e sistemas eucarióticos, aparente- 
mente permite que diversas proteínas regulatórias e/ou sítios 
reguiatórios de uma proteína influenciem simultaneamente a 
iniciação da transcrição pela RNAP. De fato, o repressor lac 
tem três sítios de ligação no óperon lac: o operador primário 
(Fig. 31.28), agora conhecido como O,, e dois assim chama- 
dos pseudo-operadores (previamente considerados fósseis 
evolutivos não funcionais), 0 2 e O s , que são localizados 401 
pb a jusante e 92 pb a montante de O x (intemamente ao gene 
lacZ e sobreposto ao sítio de ligação à CAP, respectivamen- 
te). Müller-Hill determinou as contribuições relativas desses 
vários operadores para a repressão do óperon lac por meio 
da construção de um conj unto de oito plasmídeos: cada um 
contendo o gene lacZ sob o controle do promotor lac natu- 
ral assim como os três operadores lac (O x , 0 2 e 0 3 ), os quais 
eram ou ativos ou mutagenicamente inativos em todas com- 
binações possíveis. Quando todos três operadores são ativos, 
a expressão de lacZ é reprimida 1.300 vezes em relação a 
quando todos os três operadores são inativos. A inativação 
de somente O l resulta na perda quase completa da repressão 


enquanto a inativação de somente 0 2 ou 0 3 causa a perda de 
apenas —2 vezes na repressão. Porém, quando 0 2 e O, são 
ambos inativos, a repressão é diminuída —70 vezes. Esses 
resultados sugerem que a repressão eficiente requer a for- 
mação de uma alça no DNA entre O x e 0 2 ou 0 3 . Realmente, 
tal formação de alça, e/ou a cooperação da ligação a repres- 
sor derivada dela, parece ser uma maior contribuição para 
repressão do que a ligação de repressor a O x sozinho, que 
proporciona uma repressão de apenas 19 vezes. 

b. O repressor lac é um dímero de dímeros 
Ponzi Lu e Mitchell Lewis determinaram a estrutura por raios 
X do repressor lac sozinho, em seu complexo com IPTG, e 
em seu complexo com um segmento de DNA duplex de 21 
pb, cuja sequência é um palíndromo da metade esquerda de 
Oj (Fig. 31.28). Cada subunidade repressora consiste em cinco 
unidades funcionais (Fig. 31.39): (1) um domínio N-terminal 
de ligação ao DNA (resíduos 1-49), o qual é conhecido como 
“chapéu” porque é facilmente cüvado proteoliticamente da 
proteína “cerne” tetrâmera remanescente; (2) a hélice de ar- 
ticulação (resíduos 50-58) que também se liga ao DNA; (3 e 
4) um domínio de ligação a açúcar (resíduos 62-333), o qual é 
dividido em um subdomínio N e um subdomínio C; e (5) uma 
hélice de tetramerização C-terminal (resíduos 340-360). 


Chapéu 



Hélice de tetramerização 


FIGURA 31.39 Estrutura por raios X da subunidade do re- 
pressor lac . O domínio de ligação a DNA (o chapéu), que 
contém um motivo HTH, é vermelho, a hélice de articulação 
DNA-ligante é amarela, o subdomínio N do domínio de ligação 
a açúcar é azul-claro, seu subdomínio C é azul-escuro e a hélice 
de tetramerização é púrpura. (Cortesia de Ponzy Lu e Mitchell 
Lewis, University of Pennsylvania, EUA. PDBid 1LBI.) 
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O repressor lac tem uma estrutura quaternária inco- 
mum. (Fig. 31.40a). Enquanto aproximadamente todas 
proteínas homotetrâmeras de estrutura conhecida que não 
fazem parte da membrana têm simetria D 2 (três eixos du- 
plos mutuamente perpendiculares; Fig. 8.65b), o repressor 
lac é uma proteína em forma de V que tem somente simetria 




FIGURA 31.40 A estrutura do repressor lac em complexo com 
o DNA. (a) A estrutura por raios X do repressor lac tetrâmero 
ligado a dois segmentos de 21 pb do DNA do operador lac simé- 
trico. As sub unidades da proteína estão demonstradas em forma 
de fita em amarelo, azul ciânico, verde e cor de laranja, e os seg- 
mentos de dsDNA estão delineados na forma de preenchimento 
de espaços com C branco, N azul, O vermelho e P cor de laranja. 
(Cortesia de Ponzy Lu e Mitchell Lewis, com as coordenadas 
geradas por Benjamin Weider, University of Pennsylvania, EUA. 
PDBid 1LBG.) (b) A estrutura por RM do DNA do operador 
lac 0 1 de 23 pb em complexo com dois segmentos idênticos do 
repressor lac consistindo em seu domínio de ligação a DNA e 
sua hélice de articulação. Cada uma das subunidades proteicas 
está desenhada na forma de fita e colorida na ordem das cores do 
arco-íris de sua extremidade N-terminal {azul) a sua extremidade 
C-terminal {vermelho). O DNA está representado na forma de 
bastões com C branco, N azul, O vermelho e P cor de laranja com 
os átomos P sucessivos da mesma cadeia conectados por hastes 
cor de laranja. O complexo é visto com seu eixo duplo vertical. 
Note que os dois motivos HTH da proteína dimérica estão inseri- 
dos em sulcos maiores sucessivos na periferia do complexo e que 
a inserção das duas hélices de articulação centralmente localiza- 
das na cavidade menor do DNA alarga e achata muito a cavidade 
menor nesse ponto e torce o DNA em uma curva ascendente. 
(Com base em uma estrutura por RM de Robert Kaptein e Rolf 
Boelens, Utrecht University, Países Baixos. PDBid 1CJG.) 


dupla. Cada perna do V consiste em um dímero localmente 
simétrico de subunidades repressoras intimamente associa- 
das. Esses dois dímeros se associam um tanto fracamente, 
mas com simetria dupla, na base (ponto) do V para formar 
um dímero de dímeros. 

Na estrutura do repressor lac sozinho e naquela do seu 
complexo com IPTG, o domínio de ligação ao DNA não 
é visível, aparentemente porque a região dobrável que o 
prende frouxamente ao resto da proteína é desordenada. 
Porém, no complexo de DNA, no qual um DNA dúplex 
liga-se a cada um dos dois dímeros formando o repressor 
tetrâmero, o domínio do DNA forma um glóbulo contendo 
três hélices, as duas primeiras formando um motivo HTH. 
Os dois domínios de ligação ao DNA que se estendem de 
cada dímero repressor (no topo de cada perna do V) ligam- 
-se em sulcos maiores sucessivos da molécula de DNA por 
meio de seus motivos HTH, muito como é visto, por exem- 
plo, em complexos do repressor do fago 434 e do repressor 
trp com seus DN As-alvo (Figs. 31.32 e 31.34). A ligação do 
repressor lac contorce o DNA operador de modo que ele 
se curva para fora do domínio de ligação ao DNA com um 
raio de —60 Á de curvatura devido a uma dobra de —45° no 
centro do operador que alarga o sulco menor do DNA para 
mais de 1 1 Â a mais e reduz sua profundidade para menos 
de 1 Â. Essas distorções permitem que a agora ordenada 
hélice de articulação se ligue na cavidade menor de forma 
a contatar a hélice de articulação identicamente ligada da 
outra subunidade do mesmo dímero. Estruturas por RM de 
Robert Kaptein e Rolf Boelens revelam que o domínio de 
ligação ao DNA, quando clivado do domínio repressor, liga- 
-se ao operador lac sem torcer o DNA, mas que o domínio 
de ligação ao DNA em conjunto com a hélice de articulação 
forma um complexo com o operador lac no qual a hélice de 
articulação se liga na cavidade menor torcida (Fig. 31. 404»), 
como na estrutura por raios X. Assim, a ligação das duas 
hélices de articulação ao operador lac parece ser necessária 
para a torção do DNA. Os dois dúplex de DNA que estão 
ligados a cada repressor tetrâmero estão separados por —25 
Ã e não interagem. 

O domínio de ligação a açúcar consiste em dois subdo- 
mínios topologicamente semelhantes que são conectados por 
três segmentos polipeptídicos (Fig. 31.39). Os dois domínios 
de ligação a açúcar de um dímero fazem contato extensivo 
(Fig. 31.40a). O IPTG liga-se a cada domínio de ligação a açú- 
car entre seus subdomínios. Isso não muda significativamente 
a conformação desses subdomínios, mas muda o ângulo entre 
eles. Apesar de a hélice de articulação não ser visível em com- 
plexo com IPTG, o modelo construído indica que, uma vez 
que as duas hélices de articulação do dímero se estendem a 
partir do seu domínio de ligação a açúcar, essa mudança con- 
formacional separa como uma alavanca essas hélices articula- 
das em 3,5 Á de tal forma que elas e seu motivo HTH anexado 
não podem mais ligar-se de forma simultânea ao seu meio- 
-sítio operador. Assim, a ligação do ativador, que é alostérica 
no interior do dímero (tem um efeito homotrópico positivo; 
Seção 10.4), afrouxa muito o aperto do repressor ao operador. 

As hélices C-terminais de cada subunidade, que são lo- 
calizadas na extremidade oposta a porção DNA-ligante de 
cada subunidade (no ponto do V) , se associam para formar 
um feixe de quatro hélices paralelas que mantém juntos os 
dois dímeros repressores, formando assim um tetrâmero 
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(Fig. 31.40a). Os efeitos alostéricos da ligação do indutor em 
cada dímero aparentemente não são transmitidos entre dí- 
meros. Além disso, o repressor de purina ÍPurR) de E. coli, 
que é homólogo ao repressor lac, mas carece de suas hélices 
C-terminais, cristaliza como um dímero cuja estrutura por 
raios X assemelha-se muito à do dímero repressor lac. Qual 
é então a função da tetramerizacão do repressor lac ? 

A construção de modelos sugere que quando o repressor 
lac tetrâmero liga-se simultaneamente aos operadores O x e 
0 3 , o segmento de DNA de 93 pb contendo-os forma uma 
torção de —80 À de diâmetro (Fig. 31.41). Além disso, o sí- 
tio de ligação CAP-AMPc é exposto na superfície interna da 
torção. A adição de CAP-AMPc em sua posição apropriada 
nesse modelo revela que a curvatura de —90° que a ligação 
de CAP-AMPc impõe ao DNA (Fig. 31.31) tem a correta 
direção e magnitude para estabilizar a torção do DNA, es- 
tabilizando assim esse complexo putativo CAP-AMPc-/ac 
repressor-DNA. Pode parecer paradoxal que a ligação do 
CAP-AMPc, um ativador transcricional, estabilize o comple- 
xo repressor-DNA. Entretanto, quando tanto glicose quanto 
lactose são escassas, é importante que a bactéria diminua sua 
taxa basal de expressão do óperon lac para conservar ener- 
gia. O sítio de ligação (promotor) para RN AP é também 
localizado na superfície interna da torção. Assim, o grande 



FIGURA 31.41 Modelo do laço do DNA de 93 pb formado 
quando o repressor lac se liga a O i e O r As proteínas estão re- 
presentadas por seus suportes principais C^eo DNA é esboça- 
do na forma de bastões com seu suporte principal açúcar-fosfato 
traçado por fitas helicoidais. O modelo foi construído a partir da 
estrutura por raios X do repressor lac ( magenta ) em complexo 
com dois segmentos de 21 pb de DNA do operador ( vermelho ) 
e da estrutura por raios X do CAP-AMPc {azul) em complexo 
com seu DN A-alvo de 30 pb ( azul-ciânico ; Fig. 31.28). O restan- 
te do laço de DNA foi gerado pela aplicação de uma curvatura 
suave ao B-DNA cônico ( branco ) com as regiões -10 e — 35 do 
promotor lac destacadas em verde. (Cortesia de Ponzy Lu e Mi- 
tchell Lewis, University of Pennsylvania, EUA.) 


tamanho da molécula da RNAP evitaria que ela ocupasse 
completamente o promotor nesse complexo em torção, ma- 
ximizando assim a repressão. 

c. A combinação de estudos genéticos e estruturais do 
repressor /ac revela seus resíduos alostericamente 
importantes 

Os fenótipos de 4.042 mutações pontuais dos repressores 
lac, que incluem quase todos os seus 360 resíduos (fazen- 
do do repressor lac a proteína conhecida mais caracterizada 
mutacionalmente) foram mapeados em sua estrutura por 
raios X. Mutações com um fenótipo / (repressores lac que 
falham em se ligar ao operador lac, de forma que a p-galac- 
tosidase é continuamente sintetizada) são localizadas na su- 
perfície do domínio de ligação ao DNA do repressor lac, na 
interface do dímero, ou nos resíduos internos do cerne de 
seu domínio indutor-ligante. Resíduos cujas mutações re- 
sultam em um fenótipo f (S de super-reprimido; represso- 
res lac que, em presença do indutor, continuam a reprimir a 
síntese da p-galactosidase ) mostram-se ser de dois tipos: (1) 
resíduos que estão em contato direto com o indutor, cujas 
alterações consequentemente interferem com a ligação ao 
indutor; e (2) resíduos na interface do dímero que estão > 
que 8 Ã do (não em contato direto com o) sítio indutor- 
-ligante. Essas últimas mutações revelam quais resíduos fa- 
zem a mediação do mecanismo alostérico do repressor lac 
e não aqueles diretamente ligando o indutor ou o DNA. A 
maioria dos resíduos alostericamente importantes está loca- 
lizada na interface do dímero e são membros do subdomí- 
nio N do domínio central, que une os sítios indutor-ligante 
aos sítios operador DNA-ligante. Isso é consistente com a 
observação que a ligação do indutor causa uma relativa tor- 
ção e translação do subdomínio N, um movimento que é 
propagado para hélice de articulação e o para o domínio de 
ligação ao DNA. Esse estudo demonstra o poder da com- 
binação de análises genéticas com estudos estruturais para 
elucidar relações de estrutura-f unção. 

G . Óperon trp: Atenuação 

Discute-se agora um sofisticado mecanismo de controle 
transcricional nomeado atenuação, por meio do qual bac- 
térias regulam a expressão de certos óperons envolvidos na 
biossíntese de amino ácidos. Esse mecanismo foi descoberto 
pelo estudo do óperon trp de E. coli (Fig. 31.42), que codi- 
fica cinco polipeptídeos, incluindo três enzimas que fazem 
a mediação da síntese do triptofano a partir de corismato 
(Seção 26.5Bc). Charles Yanofsky estabeleceu que os genes 
do óperon trp são expressos coordenadamente sob o con- 
trole do repressor trp, uma proteína dimérica de subunida- 
des idênticas de 107 resíduos que é o produto do gene trpR 
(que forma um óperon independente). O repressor trp se 
liga ao L-triptofano, o produto final da rota, para formar 
um complexo que se liga especificamente ao operador trp 
(trpO, Fig. 31.43) de forma a reduzir a taxa de transcrição 
do óperon trp em 70 vezes. A estrutura por raios X do com- 
plexo repressor-operador trp (Seção 31.3Da) indica que a 
ligação ao triptofano orienta alostericamente duas “cabeças 
de leitura do DNA” em HTH simetricamente relacionadas 
do repressor trp, fazendo com que eles possam ligar-se de 
forma simultânea ao trpO (Fig. 31.34). Além disso, o tripto- 
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FIGURA 31,42 Um mapa genético do óperon trp de E. coli indicando as enzimas que ele especifica e as reações que elas catali- 
sam. O produto do gene trpC catalisa duas reações sequenciais na síntese do triptofano. (Segundo Yanofsky, C., /. Am. Med. As- 
soe. 218, 1027 [1971].) 


fano ligado forma uma ponte de hidrogênio com um grupo 
fosfato do DNA, fortalecendo assim a associação repressor- 
-operador. O triptofano, por essa razão, age como um cor- 
repressor; sua presença impede a biossíntese do triptofano 
que seria supérflua (SAM opera de forma semelhante como 
um correpressor do repressor met; Fig. 31.35a), O repressor 
trp também controla a síntese de pelo menos dois outros 
óperons: o óperon trpR e o óperon aroH (que codifica uma 
das três isoenzimas que catalisam a reação inicial da bios- 
síntese do corismato; Seção 26.5Bc). 

a. A biossíntese do triptofano também é regulada por 
atenuação 

Primeiramente, pensou-se que o sistema repressor-opera- 
dor trp tinha total importância na regulação da biossíntese 
do triptofano em E. coli. Porém, a descoberta de mutan- 
tes de deleção de trp localizados a montante do trp O que 
aumentam a expressão do óperon trp 6 vezes indicaram a 
existência de um elemento de controle transcricional adi- 
cional. A análise das sequências estabeleceu que trpE, o 


CGA AC TAGT TA AC T AGTACGC AAG 
GC T T G AT CA AT TG AT C AT GC GT T C 

-20 -10 +1 

FEGUR/ 3143 A sequência de bases do operador trp. A se- 
quência quase palindrômiea está sombreada na forma de caixa 
e sua região -10 é marcada com um traço superior. 


gene estrutural que lidera o óperon trp, é precedido por 
uma sequência-líder (trp L) de 162 nucleotídeos. A análise 
genética indicou que o novo elemento de controle está lo- 
calizado em trp L, a —30 a 60 nucleotídeos a montante de 
trpE (Fig. 31.42). 

Quando o triptofano é escasso, o conjunto de 6.720 
nucleotídeos do mRNA trp policistrônico, incluindo a se- 
quência trpL, é sintetizado. Conforme a concentração do 
triptofano aumenta, a taxa de transcrição do trp diminui 
como um resultado da consequente maior abundância do 
complexo repressor- correpressor trp. Do mRNA de trp 
que é transcrito, porém, uma crescente proporção consis- 
te em somente um segmento de 140 nucleotídeos corres- 
pondente à extremidade 5' de trpL. A disponibilidade do 
triptofano consequentemente resulta em uma terminação 
prematura da transcrição do óperon trp. O elemento de 
controle responsável por esse efeito é consequentemente 
chamado atenuador. 

b. O terminador da transcrição do atenuador trp é escondido 
quando o triptofano é escasso 

O que é o mecanismo de atenuação? O transcrito atenua- 
dor contém quatro segmentos complementares que podem 
formar um de dois conjuntos mutuamente exclusivos de 
bases pareadas em grampo (Fig. 31.44). Os segmentos 3 e 4 
em conjunto com os resíduos sucessivos compreendem um 
terminador de transcrição intrínseco normal (Seção 31.2Da): 
uma sequência rica em G + C que pode formar uma estrutu- 
ra em grampo autocomplementar sucedida por diversos Us 
sequenciais (compare com a Fig. 31.18). A transcrição rara- 
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FIGURA 31.44 As estruturas secundárias alternativas do mRNA trpL. A formação das bases pareadas 2 * 3 (antitermmador) em 
grampo (direita) impede a formação dos grampos (terminadores) 1 • 2 e 3 • 4 ( esquerda ) e vice-versa. A atenuação resulta na ter- 
minação prematura da transcrição imediatamente após o nucleotídeo 140 quando o grampo 3 • 4 está presente. A seta indica o sítio 
do mRNA passado o qual a RNAP para até a aproximação de um ribossomo ativo. (Segundo Fisher, R.F., e Yanofsky, C., J. Biol. 
Chem. 258, 8147 [1983].) 


mente prossegue além desse sítio terminador a menos que o 
triptofano esteja escasso . 

Uma seção da sequência-líder, que inclui o segmento 1 
do atenuador, é traduzida para formar um polipeptídeo de 
14 resíduos que contém dois resíduos Trp consecutivos (Fig. 
31.44, esquerda). A posição desse segmento dipeptídico par- 
ticularmente raro (1,1 % dos resíduos em proteínas de L coli 
é Trp; Tabela 4.1) forneceu um importante indício do meca- 
nismo de atenuação. Um aspecto essencial adicional desse 
mecanismo é que os ribossomos iniciam a tradução de um 
mRNA procariótico logo após sua extremidade 5' ter sido 
sintetizada. 

As considerações anteriores levaram Yanofsky a pro- 
por o seguinte modelo de atenuação (Fig. 31.45). Uma 
RNAP que tenha escapado da repressão inicia a transcri- 
ção do óperon trp. Logo após o sítio de iniciação ribossô- 
mica do gene trpL ter sido transcrito, o ribossomo prende - 
-se a ele e inicia a tradução do peptídeo-líder. Quando o 
triptofano é abundante, de forma que haja abundante trip- 
tofanil-tRNA Trp (o tRNA específico do Trp com um resí- 
duo Trp ligado; Seção 32.2C), o ribossomo segue logo após 
a transcrição da RNAP de forma a bloquear estericamente 
a formação do grampo 2 * 3. De fato, a RNA polimerase 
pausa logo após a posição 92 do transcrito e somente con- 
tinua a transcrição com a aproximação de um ribossomo, 


assegurando assim a proximidade dessas duas entidades 
nessa posição crítica. O impedimento da formação de um 
grampo 2 • 3 permite a formação de um grampo 3 • 4, o sítio 
de pausa do terminador da transcrição, o que resultará na 
terminação da transcrição (Fig. 31.45a). Quando o tripto- 
fano é escasso, porém, o ribossomo para nos códons UGG 
em tandem (que especificam Trp; Tabela 5.3) pela falta de 
triptofanil-tRNA Trp . Ao passo que a transcrição continua, 
os segmentos 2 e 3 recentemente sintetizados formam um 
grampo porque o ribossomo paralisado evita a formação 
competitiva do grampo 1 • 2 (Fig. 31.45b). A formação do 
grampo 3 • 4 do terminador transcricional é desse modo 
impedida por tempo suficiente para a RNAP transcrever 
por ele e consequentemente pelo restante do óperon trp. 
A célula é assim equipada com um mecanismo regulatório 
que é suscetível ao nível do triptofanil-tRNA Trp , que, por 
sua vez, depende da taxa de síntese das proteínas, assim 
como depende do suprimento de triptofano. Há considerá- 
veis evidências sustentando esse modelo de atenuação. O 
transcrito trpL é resistente à limitada digestão por RNAse 
Tl, indicando que ele tem extensa estrutura secundária. A 
significância dos códons Trp em tandem no transcrito trpL 
é confirmada pela sua presença em regiões trp -líder de di- 
versas outras espécies de bactérias. Além disso, os peptí- 
deos-líder de outros cinco óperons aminoácido-biossinte- 
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HGURÂ 31.45 Atenuação no óperon trp. (a) Quando triptof anil-tRNA 1 r? é abundante, o ribossomo traduz o mRNA trpL. A 
presença do ribossomo no segmento 2 impede a formação de um grampo de bases pareadas 2*3.0 grampo 3 * 4, um componente 
essencial do terminador transcricionai, pode assim abortar a transcrição, (b) Quando trÍptofaniI-tRNA írp é escasso, o ribossomo 
para sobre os códons Trp um após o outro do segmento 1. Essa situação permite a formação do grampo 2 • 3 que, por sua vez, im- 
pede a formação do grampo 3 ■ 4. A RNAP por essa razão transcreve por esse terminador não formado e continua a transcrição do 
óperon trp. 


tizantes conhecidos por serem regulados por atenuação (a 
maioria exclusivamente dessa forma) são todos ricos em 
seus resíduos de aminoácidos correspondentes (Tabela 
31.3). Por exemplo, o óperon his de E. coli, que especifica 
enzimas que sintetizam histidina (Fig. 26.65), tem sete resí- 
duos His em tandem em seu peptídeo-líder, enquanto o ilv 
óperon, que especifica enzimas participantes na biossínte- 
se de isoleucina, leucina e valina (Fig. 26.61), tem cinco Ile, 
três Leu e seis Vai em seus peptídeos-líder. Finalmente, 
os transcritos-líder desses óperons assemelham-se ao do 


óperon trp na sua capacidade para formar duas estruturas 
secundárias alternativas, uma das quais contém uma estru- 
tura de terminação. 

H. Riboswitches são RNAs sensíveis a metabóiitos 

Recém vimos como a formação de estruturas secundárias em 
um transcrito de RNA pode regular a expressão genica por 
atenuação. A flexibilidade conformacional do mRNA per- 
mite que ele também regule genes interagindo diretamente 
com certos metabóiitos celulares, desta forma eliminando a 


TABELA 31.3 

Sequências de aminoácidos de alguns peptídeos líderes em 
óperons sujeitos a atenuação 

Óperon 

Sequência de Aminoácido* 

trp 

Met-Lys-Ala-Ile-Phe-Val-Leu-Lys-Gly-TRP-TRP-Arg-Thr-Ser 

pheA 

Met-Lys-His-Ile-Pro-PHE-PHE-PHE-Ala-PHE-PHE-PHE-Thr- 

PHE-Pro 

his 

Met-Thr-Arg-Val-Gln-Phe-Lys-HIS-HIS-HIS-HIS-HIS-HIS-HIS- 

Pro-Asp 

leu 

Met-Ser-His-Ile-Val-Arg-Phe-Thr-Gly-LEU-LEU-LEU-LEU-Asn- 

Ala-Phe-Ile-Val-Arg-Gly-Arg-Pro-Val-Gly-Gly-Ile-Gln-His 

thr 

Met-Lys-Arg-ILE-Ser-THR-THR-ILE-THR-THR-THR-ILE- 

THR-ILE-THR-THR-Gln-Asn-Gly-Ala-Gly 


ilv Met-Thr-Ala-LEU-LEU-Arg-VAL-ILE-Ser-LEU-VAL-VAL-ILE- 

Ser-VAL-VAL-VAL-ILE-ILE-ILE-Pro-Pro-Cys-Gly-Ala-Ala- 
Leu-Gly- Arg- Gly-Lys- Ala 

^Resíduos ern letra maiuscula são sintetizados na rota catalisada por produtos do gene do óperon. 
Fonte: Yanofsky, C., N ature 289 , 753 (1981)* 
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necessidade de proteínas sensores tais como o repressor lac, 
CAP e o repressor trp . 

Em E. coli a biossíntese de tiamina pirofosfato (TPP; 
Seção 17.3Ba) requer a ação de diversas proteínas cujos ní- 
veis variam de acordo com a demanda da célula por TPP. Em 
pelo menos dois dos genes relevantes as regiões não codifi- 
cantes da extremidade 5' do mRNA incluem uma sequência 
altamente conservada chamada de box thi. A suscetibilidade 
do box thi à clivagem química ou enzimática, como mostrado 
por Ronald Breaker, difere na presença ou ausência de TPP, 
sugerindo que a estrutura secundária do RNA é modificada 
quando ele se liga a TPP (a ligação de um metabólito a RNA 
já tem precedentes, oligonucleotídeos sintéticos conhecidos 
como aptâmeros se ligam a moléculas específicas com alta 
afinidade; Seção 7.6). O elemento de RNA sensível a TPP foi 
chamado de riboswitch. 

A estrutura secundária prevista para o riboswitch sen- 
sor de TPP e o seu mecanismo proposto estão mostrados na 
Fig. 31.46a. Na ausência de TPP, o mRNA assume uma con- 
formação que permite um ribossomo iniciar a tradução. Na 


presença de TPP, uma estrutura secundária alternativa mas- 
cara a sequência reconhecida pelo ribossomo como sítio de 
iniciação de tradução (a assim chamada sequência de Shine- 
Dalgarno; Seção 32.3Cb) de forma que o ribossomo não 
pode iniciar a tradução do mRNA. Assim, a concentração de 
um metabólito pode regular a expressão de genes necessários 
para a sua síntese. A estrutura por raios X do domínio de li- 
gação a TPP de 80 nucleotídeos do riboswitch sensor de TPP 
de E. coli, determinada por Breaker e Dinshaw Patel, revela 
um RNA intricadamente dobrado que se liga a TPP em uma 
conformação estendida (Fig. 31.466). 

Mais de 20 classes de riboswitches foram até agora iden- 
tificadas, incluindo aquelas que regulam a expressão de 
enzimas envolvidas no metabolismo da coenzima B 12 (Fig. 
25.21), riboflavina (Fig. 16.8), S-adenosilmetionina (SAM; 
Fig. 26.18), lisina e adenina. Em geral, elas consistem em dois 
componentes, um aptâmero que se liga a um efetor e uma, 
assim chamada, plataforma de expressão que transduz a li- 
gação ao efetor em mudança na expressão gênica. Em alguns 
casos, a plataforma de expressão ativada forma um sítio de 
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FIGURA 31.46 Estrutura do riboswitch sensor de TPP de E. coli. ( a ) A estrutura secundária prevista de um segmento de 165 re- 
síduos da extremidade 5 ' do gene thiM está representada na ausência ( esquerda ) e na presença ( direita ) de TPP. A conformação li- 
gada a TPP mascara a sequência de Shine-Dalgamo ( cor de laranja) necessária para que o ribossomo inicie a tradução no códon de 
iniciação AUG ( vermelho ) logo a jusante. (De acordo com Winkler,W., Nahvi, A., and Breaker, R.R., Nature 419, 952 [2002].) (b) 
A estrutura por raios X do domínio sensor de TPP de 90 nucleotídeos do riboswitch. O RNA está desenhado de forma esquemática 
com seu esqueleto de açúcar -fosfato representado por uma haste cor de laranja e suas bases na forma de pás com C verde, N azul 
e O vermelho. O TPP está desenhado na forma de volume atômico com C azul ciânico, N azul, O vermelho e S amarelo. Ions Mg'" 
estão representados por esferas lavanda. (Com base em uma estrutura por raios X de Ronald Breaker, Yale University, EUA, e 
Dinshaw Patel, Memorial SIoan-Kettering Câncer Center, New York, EUA. PDBid 2GDI.) 
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terminação da transcrição intrínseco (Seção 31.2Da) de for- 
ma que a transcrição além deste sítio acontece apenas se o 
efetor estiver ausente. Em outros, a plataforma de expressão 
ativada cliva a si própria, desta forma inativando o mRNA (a 
habilidade do RN A em atuar como uma enzima é discutida 
na Seção 31.4Ae). 

Os riboswitches coletivamente regulam >2% dos genes 
em certas bactérias. Plantas e fungos também contém ri- 
boswitches (ainda que o riboswitch sensor de TPP mencio- 
nado acima não possa funcionar em eucariotos uma vez que 
os ribossomos eucariotos não se ligam a sequências Shine- 
Dalgarno; Seção 32.3Cd). O fato de a interação dos riboswi- 
tches com seus efetores não precisar de proteínas sugere que 
eles são relíquias do mundo do RNA (Seção 1.5Ca) e por 
isso estão entre os sistemas regulatórios mais antigos. 

I. Regulação da síntese do rRNA:A resposta estringente 

Células de E. coli multiplicando-se em condições ótimas di- 
videm-se a cada 20 minutos. Tais células contêm até 20.000 
ribossomos e por isso devem sintetizar —10.000 ribossomos 
por ciclo de divisão celular. Contudo a RN AP pode iniciar 
a transcrição de um gene de rRNA não mais depressa que 
uma vez por segundo. Se E, coli tivesse somente uma cópia 
de cada um dos três tipos de genes de rRNA (aqueles que 
especificam os assim chamados rRNAs 23S, 16S e 5S; Seção 
32.3A), células de multiplicação rápida poderiam sintetizar 
não mais de — 1 .200 ribossomos durante seu ciclo de divisão 
celular. Entretanto, o genoma de E. coli contém sete óperons 
de rRNAs localizados separadamente , todos os quais contêm 
uma cópia quase idêntica de cada tipo de gene rRNA. Além 
disso, células de multiplicação rápida contêm múltiplas có- 
pias de seus cromossomos replicantes (Seção 30.3Cb), con- 
tabilizado assim para a taxa da síntese de rRNA observada. 

As células têm a notável habilidade de coordenar as ta- 
xas nas quais seus milhares de componentes são sintetizados. 
Por exemplo, E. coli adapta o conteúdo de seus ribossomos 
de acordo com a taxa pela a qual ela pode sintetizar proteí- 
nas nas condições de multiplicação prevalecentes. A taxa 
de síntese de rRNA é dessa forma proporcional à taxa de 
síntese de proteínas. Um mecanismo pelo qual isso ocorre é 
conhecido como a resposta estringente: a deficiência de uma 
espécie de aminoácido carregado pelo tRNA (geralmente um 
resultado da “ estringência” ou de condições pobres de multi- 
plicação) que limita a taxa da síntese de proteínas provoca um 
amplo reajuste metabólico . A principal faceta dessa mudança 
é uma abrupta redução de 10 a 20 vezes na taxa de síntese 
de rRNA e de tRNA. Esse controle estringente, além disso, 
debilita a atividade de numerosos processos metabólicos (in- 
cluindo a replicação do DNA e a biossíntese de carboidratos, 
lipídeos, nucleotídeos, proteoglicanas e intermediários glico- 
líticos), enquanto estimula outros (assim como a biossíntese 
de aminoácidos). A célula é desse modo preparada para re- 
sistir à privação nutricional. 

a. (p)ppGpp faz a mediação da resposta estringente 
A resposta estringente é correlacionada com a rápida acu- 
mulação intracelular de dois nucleotídeos incomuns, ppGpp 
e pppGpp (conhecidos coletivamente como fpJppGpp), e 
seu decaimento é induzido quando os aminoácidos tornam- 


se disponíveis. A observação de que mutantes, designados 
relA~, os quais não apresentam a resposta estringente (é 
dito que possuem controle relaxado) carecem de (p)ppGpp 
sugere que essas substâncias sejam mediadoras da respos- 
ta estringente. Essa ideia foi corroborada por estudos in 
vitro demonstrando, por exemplo, que o (p)ppGpp inibe a 
transcrição dos genes rRNA, mas estimula a transcrição dos 
óperons trp e lac como o faz a resposta estringente in vivo. 
Aparentemente, o (p)ppGpp age de algum modo alterando 
a especificidade a promotor da RN AP em óperons estrita- 
mente controlados, uma hipótese que é sustentada pelo iso- 
lamento de RNAPs mutantes que exibem resposta reduzida 
a (p)ppGpp. Em adição, (p)ppGpp causa um aumento na 
frequência de pausas das RNAPs envolvidas no alongamen- 
to, reduzindo assim a taxa de transcrição. 

A proteína codificada pelo tipo selvagem do gene rei A, 
nomeado fator estringente (Rei A), catalisa a reação 

ATP + GTP AMP + pppGpp 

e, em extensão menor, 

ATP + GDP i AMP -f ppGpp 

De qualquer modo, diversas proteínas ribossomais conver- 
tem pppGpp em ppGpp, por isso ppGpp é o efetor habitual 
da resposta estringente. O fator estringente somente é ativo 
em associação com um ribossomo que está ativamente envol- 
vido em tradução. A síntese do (p)ppGpp ocorre quando o 
ribossomo liga-se ao seu mRNA específico, porém o tRNA 
é descarregado (desprovido de um resíduo de aminoácido 
ligado a ele). A ligação do tRNA específico e carregado re- 
duz bastante a taxa da síntese do (p)ppGpp. O ribossomo 
aparentemente sinaliza a deficiência de um aminoácido pelo 
estímulo da síntese do (p) ppGpp que, agindo como um men- 
sageiro intracelular, influencia a taxa na qual uma grande va- 
riedade de óperons é transcrita. 

A degradação do (p)ppGpp é catalisada pelo produto 
do gene spo T. Os mutantes spo T ~ apresentam um aumento 
normal nos níveis do (p)ppGpp durante a inanição de ami- 
noácidos, mas um declínio lento anormal do (p)ppGpp para 
níveis basais quando os aminoácidos tornam-se novamente 
disponíveis. Os mutantes spoT ~ por essa razão exibem uma 
recuperação lenta da resposta estringente. O nível de (p) 
pp Gpp é aparentemente regulado pela compensação da ativi- 
dade do fator estringente e do produto do gene spo T. 

4 PROCESSAMENTO PÓS-TRANSCRICIONAL 

Os produtos imediatos da transcrição, os transcritos primá- 
rios, não são necessariamente entidades funcionais. Para ad- 
quirir atividade biológica, muitos deles devem ser especifica- 
mente alterados de diversas maneiras: (1) pela remoção exo 
e endonucleolítica de segmentos polinucleotídicos; (2) pela 
junção de sequências nucleotídicas às suas extremidades 3' e 
5'; e (3) pela modificação de nucleosídeos específicos. As três 
maiores classes de RNAs, mRNAs, rRNAs e tRNAs, são al- 
teradas de diferentes modos em procariotos e em eucariotos. 
Nesta seção, serão vistos esses processos de modificação pós- 
-transcridonal. 
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A. Processamento do RNA mensageiro 

Em procariotos, a maioria dos transcritos primários de 
mRNA é traduzida sem modificações adicionais. De fato, 
como foi visto, os ribossomos em procariotos geralmente ini- 
ciam a tradução do mRNA nascente. Em eucariotos, porém, 
mRNAs são sintetizados no núcleo da célula enquanto a tra- 
dução ocorre no citosol. Transcritos de mRNA eucarióticos 
podem, por essa razão, sofrer processamento pós-transcricio- 
nal extensivo enquanto ainda estão no núcleo. 

a. mRNAs eucarióticos são encapuzados 

Os mRNAs eucarióticos têm uma peculiar estrutura em capuz 
( cap ) enzimaticamente anexada consistindo em um resíduo de 
7-metilguanosina (m G) ligado ao nucleosídeo inicial (5') do 
transcrito por meio de uma ponte 5' -5’ trifosfato (Fig. 31.47). 
Esse cap-m 7 , que é adicionado ao transcrito crescente antes 
que ele possua —30 núcleo tídeos de extensão, define o sítio 
de iniciação transcricional eucariótico (Seção 32.3Cd). Um 
cap pode ser O 1 2 -metilado no primeiro nucleosídeo transcri- 
to (cap-1, o capuz predominante em organismos multicelu- 
lares), nos seus primeiros dois nucleosídeos (cap-2), ou em 
nenhuma dessas posições (cap-0, o capuz predominante em 
eucariotos unicelulares). Se o primeiro nucleosídeo é a ade- 
nosina (ele é comumente uma purina), ele pode também ser 
A^-metÜado. 

A adição do cap envolve diversas reações enzimãticas: 
(1) a remoção do primeiro grupo fosfato do grupo trifosfato 
5' terminal do mRNA por uma RNA-trifosfatase; (2) a gua- 
nilação do mRNA pela enzima de adição de cap ( capping ), 
que requer GTP e produz a ponte trifosfato 5 '-5' e PP,; (3) 
a metilação da guanina pela guanina-7-metiltransferase na 
qual o grupo metil é fornecido por SAM; e possivelmente 
(4) a metilação 02' do primeiro e do segundo nucleotídeo 
do mRNA pela SAM-requerente 2'-0-metiltransferase. 
Tanto a enzima de adição de cap como a guanina-7-metil- 
transferase se ligam ao CTD fosforilado da RNAP II (Seção 
31. 2E). Por essa razão, é provável que a adição do cap sinali- 
ze a conclusão da mudança de iniciação para o alongamento 
da RNAP II. 

b. mRNAs eucarióticos têm caudas poli(A) 

Os mRNAs eucarióticos, diferente daqueles dos procariotos, 
são invariavelmente monocistrônicos. Além disso, ao con- 
trário do que ocorre nas bactérias (Seção 31. 2D) nenhuma 
sequência de terminação transcricional eucariótica foi iden- 
tificada (ver a seguir). De fato, o processo de terminação 
eucariótico é impreciso; isto é, os transcritos primários de 
um determinado gene estrutural têm sequências 3' hetero- 
gêneas. Contudo, os mRNAs eucarióticos maduros possuem 
a extremidade 3 ' bem definida; quase todas elas em mamífe- 
ros tem cauda poli(A) de — 250 nucleotídeos (—80 em levedu- 
ras ). As caudas poli( A) são adicionadas enzimaticamente ao 
transcrito primário em duas reações que são mediadas por 
um complexo de 500 a 1.000 kDa que consiste em no mínimo 
seis proteínas: 

1. Um transcrito é clivado para produzir um grupo 3'-OH 
livre em um sítio específico que é 15 a 25 nucleotídeos adian- 
te de uma sequência AAUAAA e dentro de 50 nucleotídeos 

antes de uma sequência rica em U ou rica em G + U. A se- 
quência AAUAAA é altamente conservada em eucariotos 
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FIGURA 31.47 A estrutura do cap 5 r de mRNAs eucarióti- 
cos. Ele é conhecido como cap-0, cap-1 ou cap-2, respectiva- 
mente, se ele não tem modificações adicionais, se o nucleosídeo 
condutor do transcrito é O 2 -metilado, ou se seus dois primeiros 
nucleosídeos são O 2 -metilados. 


superiores (mas não em leveduras) nos quais sua mutação 
anula a clivagem e a poliadenilação. A precisão da reação 
de clivagem tem aparentemente eliminado a necessidade de 
terminação transcricional exata. Todavia, a identidade da 
endonuclease que cliva o RNA é incerta, ainda que fatores 
de clivagem I e n (CFI e CFII) sejam requeridos para esse 
processo. 

2. A cauda poli(A) é subsequentemente gerada a partir 
de ATP pela ação gradual da poli (A) polimerase (PAP). 
Essa enzima, que sozinha se liga apenas fracamente ao 
RNA, é recrutada pelo fator de especificidade de clivagem 
e poliadenilação (CPSF, de cleavage and polyadenylation 
specificity factor) nesse reconhecimento de heterotetrâme- 
ro da sequência AAUAAA, o qual ele o faz com pouca to- 
lerância para variação de sequência. O elemento rico em G 
-f- U a jusante é reconhecido pelo fator de estímulo da cli- 
vagem (CstF, de cleavage stimulation factor ) heterotrimé- 
rico, que aumenta a afinidade com que CPSF liga-se à se- 
quência AAUAAA. Porém, uma vez que a cauda poli(A) 
tenha crescido —10 resíduos, a sequência AAUAAA não 
é mais necessária para promover o alongamento da cadeia. 
Isso sugere que CPSF torna-se livre de seu sítio de reco- 
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nhecimento de maneira similar a que o fator o é liberado 
do sítio de iniciação transcricional logo que o alongamen- 
to do mRNA procariótico é encaminhado (Seção 31.2B). 
A extensão final da cauda de poli(A) é controlada pela 
proteína poli(A)-ligante II (PÃB II, de poly(A)-binding 
protein II), múltiplas cópias da qual se ligam a sucessivos 
segmentos de poli(A). A PAB II também aumenta a pro- 
cessividade da PAP. CPSF e CstF ligam-se ao CTD fosfo- 
rilado da RNAP II (Seção 31. 2E): a deleção do CTD inibe 
a poliadenilação. Evidentemente, o CTD une a poliadeni- 
lação à transcrição. 

PAP é uma RNAP molde-independente que alonga 
um RNA iniciador com um grupo 3' -OH livre. A estrutu- 
ra por raios X de PAP mutante D 154 A de 530 resíduos de 
levedura (D154 é um resíduo cataliticamente essencial do 
sítio ativo) em complexo com A 5 e ATP, determinada por 
Andrew Bohm, revela que esta proteína monomérica con- 
siste em três domínios que formam uma fenda proeminente 
em forma de U (Fig. 31.48). Consequentemente, ela possui 
o arranjo do domínio em forma de “mão” das polimerases 
direcionadas por molde (Seção 30.2Ad). De fato, o domínio 
PAP N-terminal, que contém o sítio ativo da enzima, é ho- 
mólogo ao domínio “palma da mão” da DNA-polimerase 
|3, embora ele forme o lado do polegar da fenda e não sua 
base. O domínio central de PAP, que forma a base da fen- 
da, é funcionalmente, mas não estruturalmente, análogo ao 
domínio de dedos das polimerase direcionadas por molde 
visto que ele interage com os fosfatos (3 e 7 do ATP que 
entra. De qualquer modo, o domínio C-terminal não apre- 



FIGURA 31.48 Estrutura por raios X da polimerase poli(A) 
(PAP) mutante D154A de levedura em complexo com A 5 e 
ATP. PAP está desenhada na forma de fitas com seu domínio 
N-terminal lavanda, seu domínio central verde -limão e seu do- 
mínio C-terminal azul-claro. O A 5 e o ATP estão desenhados 
na forma de bastões com o C de Á 5 branco, C do ATP azul- 
-ciânico, N azul, O vermelho e P cor de laranja. (Com base em 
uma estrutura por raios X de Andrew Bohm, Tufts University 
School of Medicine, EUA. PDBid 2Q66.) 


senta semelhança ao domínio de dedos. Antes, ele é topo- 
logicamente similar ao motivo de reconhecimento do RNA 
[RRM, de RNA-recognition motif; também conhecido 
como domínio de ligação a DNA (RBD, de RNA-binding 
domain )] que ocorre em > 200 diferentes proteínas RNA- 
ligantes (ver a seguir) . O A 5 se liga na fenda em uma confor- 
mação estendida de tal forma que, ao contrário dos ácidos 
nucleicos ligados a polimerases dependentes de molde, suas 
bases não estão em contato. Entretanto, a base 3 '-terminal 
do A s empilha-se com a base do ATP. 

Em comparação com a estrutura por raios X da PAP de 
leveduras em complexo com 3' -d ATP, também determina- 
da por Bohm, o domínio N-terminal na estrutura da PAP- 
A 5 -ATP sofreu um deslocamento em forma de dobradiça 
de —23° em direção ao domínio C-terminal para formar 
uma conformação mais fechada que lembra a observada 
na estrutura da Taq DNA-polimerase I em complexo com 
seus substratos (Seção 30.2Ae). Este deslocamento forma 
diversas interações novas, tanto diretas quanto mediadas 
por água, entre PAP e seu substrato ATP que auxiliam a 
diferenciar a adenina das outras bases. Ao contrário nas 
polimerases dependentes de molde, a base que entra faz 
contato sequência-específico somente com a base do molde 
(Seção 30.2Ae). 

Estudos in vitro indicam que a cauda poli(A) não é ne- 
cessária para a tradução do mRNA. Mais propriamente, 
as observações de que a cauda poli(A) do mRNA encurta 
com o tempo no citosol e que mRNAs não adenilados têm 
o tempo de vida citosólico abreviado sugerem que a cau- 
da poli(A) tem uma função protetora. De fato, os únicos 
mRNAs maduros que carecem de caudas poli(A), aqueles 
das histonas (que, com poucas exceções, carecem do sinal 
de clivagem e poliadenilação AAUAAA), possuem tem- 
po de vida de < 30 minutos no citosol, enquanto muitos 
outros mRNAs duram horas ou dias. As caudas poli(A) 
são especificamente complexadas no citosol à proteína 
de ligação à poli (A) (PABP; não relacionada à PAB II), 
que organiza mRNAs que portam poli(A) em partículas 
ribonucleoproteicas. Acredita-se que a PABP proteja o 
mRNA da degradação como é sugerido, por exemplo, pela 
observação de que a adição de PABP em um sistema ace- 
lular ( cell-free system contendo mRNA e nucleases que 
degradam mRNA reduz bastante a taxa na qual os mR- 
NAs são degradados e a taxa na qual suas caudas poli(A) 
são encurtadas. 

Todas PABPs conhecidas contêm quatro RRMs al- 
tamente conservados e um após o outro, seguidos por um 
segmento C-terminal rico em Pro menos conservado de ta- 
manho variável. Uma variedade de evidências sugere que os 
dois primeiros RRMs da PABP são responsáveis pela maio- 
ria das funções bioquímicas da PABP completa. A estrutu- 
ra por raios X dos primeiros dois RRMs da PABP humana 
(RRM1/2; os 190 resíduos N-terminais dessa proteína de 636 
resíduos) em complexo com A n , determinada por Stephen 
Burley, revela que os RRMs 1/2 formam uma superfície con- 
tínua em forma de gamela na qual a poli(A) liga-se em uma 
conformação estendida por meio de interações com resíduos 
conservados (Fig. 31.49). Cada RRM, como visto nas estru- 
turas de uma variedade de outras proteínas RNA-ligantes, 
consiste em um glóbulo compacto composto de uma lâmina 
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HGURA 31.49 Estrutura por raios X dos dois RRMs N- 
-terminais da PABF humana em complexo com A n . RRM1 é 

azul-dânico, RRM2 é dourado e seu segmento de ligação é cor 
de alfazema. A poli (A), somente nove núcleo tídeos da qual são 
observados, está esboçada em forma de bastões com C verde, 

N azul, O vermelho e P magenta. (Com base em uma estrutura 
por raios X de Stephen Burley, The Rockefeller University, 
EUA. PDBid 1CVJ.) 


de 4 fitas antiparalelas que forma a superfície RNA-ligante 
suportada por duas hélices. 

A clivagem de um transcrito após sua sequência 
AAUAAA, por si só, não termina a transcrição. No entanto, 
em leveduras, a proteína Rttl03, a qual se liga ao CTD fos- 
forilado da RNAP II, reconhece a sequência AAUAAA e 
recruta a exonuclease 5 ' —> 3 ' conhecida por Ratl (Xrn2 em 
humanos). Então, no que foi chamado de modelo torpedo, 
a altamente processiva Ratl/Xrn2 liga-se na recém libera- 
da extremidade 5' do RNA ainda nascente e rapidamente 
o degrada até interceptar a RNAP e induzi-la a terminar a 
síntese de RNA. Foi hipotetizado que isto ocorre de forma 
semelhante à forma como o fator Rho termina a transcrição 
bacteriana (Seção 31.2Db). Isto libera a RNAP para iniciar 
um novo ciclo de transcrição. 

c. Genes eucartóticos consistem em sequências expressas e 
não expressas alternadas 

A diferença mais notável entre genes estruturais eucarióticos 
e procarióticos é que as sequências codificadoras da maioria 
dos genes eucarióticos são intercaladas por regiões não ex- 
pressas. Investigações iniciais da transcrição de genes estru- 
turais eucarióticos constataram, muito surpreendentemente, 


que os transcritos primários são altamente heterogêneos 
em extensão (de —2.000 a mais de 20.000 nucleotídeos) e 
são muito maiores que o esperado a partir do tamanho das 
proteínas eucarióticas conhecidas. Experimentos de mar- 
cação rápida demonstraram que pouco desse assim chama- 
do RNA nuclear heterogêneo (hnRNA, de heterogeneous 
nuclear RNA ) é transportado para o citosol; a maior parte 
dele é rapidamente degradada no núcleo. Contudo, o cap 5' 
e a extremidade 3' do hnRNA eventualmente surgem nos 
mRNAs citosólicos. A explicação direta dessas observações, 
que pré-mRNAs são processados pela excisão de sequências 
internas, parecia tão bizarra que resultou em grande surpre- 
sa em 1977, quando Phillip Sharp e Richard Roberts inde- 
pendentemente demonstraram que esse é realmente o caso. 
De fato, pré-mRNAs de mamíferos contêm geralmente oito 
sequências intervenientes (íntrons) não codificantes, cuja ex- 
tensão agregada é, em média, de 4 a 10 vezes maior que suas 
sequências expressas (cxons) flanqueadoras. Essa situação é 
ilustrada graficamente na Fig. 31.50, que é uma micrografia 
eletrônica do mRNA da ovalbumina de galinha hibridizada à 
fita antissenso do gene da ovalbumina (ovalbumina é a maior 
proteína componente da clara do ovo) . 




VII 


v 

mRNA 


FIGURA 31.50 Uma micrografia eletrônica e seu desenho 
interpretativo de um híbrido entre a fita antissenso do gene da 
ovoalbumina de galinha e seu mRNA correspondente. Os seg- 
mentos complementares do DNA ( linha púrpura no desenho) 
e o mRNA (linha tracejada vermelha) se hibridizam, revelando 
as posições dos éxons (L, 1-7). Os segmentos formando laços 
voltados para fora (I-VII), que não têm sequências comple- 
mentares no mRNA, são os íntrons. (De Chambon, P., Sei. Am. 
244(5), 61 [1981].) 
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FIGURA 31.51 A sequência das etapas na produção de mRNA eucariótico maduro conforme mostrado para o gene da ovoalbu- 
mina de galinha. Seguindo a transcrição, o transcrito primário sofre a adição do cap e a poliadenilação. Os íntrons são, então, exci- 
sados e os éxons são unidos para formar um mRNA maduro. Todavia, o splicing também pode ocorrer cotranscricionalmente. 


Éxons têm extensões que superam 17.106 nt (no gene 
codificador da proteína muscular titina de 34.350 resíduos, 
a maior proteína de cadeia única conhecida; Seção 35.3 Ae), 
mas com a maioria < 300 nt (média de 150 nt em humanos) . 
íntrons, em contraste, são geralmente muito mais longos, 
com extensão média de —3.500 nt e tão extensos quanto 
800.000 nt (no gene que codifica a proteína muscular distrofí- 
na [Seção 35.3Ae], cujo comprimento é —2.400 kb e por isso 
é o gene humano mais longo) sem óbvia periodicidade. Além 
disso, os íntrons correspondentes de genes de duas espécies 
de vertebrados podem variar amplamente em extensão e se- 
quência de tal forma a haver pouca semelhança entre eles. O 
número de íntrons em um gene é em média 7,8 no genoma 
humano e varia de nenhum a 364 (com o segundo número 
mencionado ocorrendo no gene codificador da titina). 

A formação do mRNA eucariótico inicia com a transcri- 
ção de um gene estrutural completo, incluindo seus íntrons, 
para formar o pré-mRNA (Fig. 31.51). Então, após a adição 
do cap, os íntrons são excisados e seus éxons flanqueadores 
são ligados, um processo chamado splicing gênico, ou apenas 


splicing, que ocorre frequentemente cotranscricionalmente. 
O aspecto mais notável do splicing de um gene é sua precisão , 
se um nucleotídeo a mais ou a menos for cortado, o mRNA re- 
sultante pode não ser traduzido corretamente (Seção 32.1B). 
Além disso, éxons nunca são embaralhados; sua ordem no 
mRNA maduro é exatamente a mesma do gene do qual ele é 
transcrito. 

d. Os éxons sofrem splicing em uma reação de dois estágios 
A comparação de sequências da junção éxon-íntron de um 
grupo diverso de eucariotos indica que elas têm um alto 
grau de homologia (Fig. 31.52), incluindo, como Richard 
Breathnach e Pierre Chambon indicaram primeiro, um in- 
variável GU no limite 5 ' do intron e um invariável AG no 
seu limite 3'. Essas sequências são necessárias e suficientes 
para definir a junção do splicing: mutações que alteram 
as sequências interferem no splicing, enquanto mutações 
que modificam uma sequência onde não há junção em 
uma sequência consenso podem gerar uma nova junção no 
splicing. 
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FIGURA 31.52 A sequência consenso nas junções éxon-íntron dos pré-mRNAs de vertebrados. O subscrito representa a porcen- 
tagem de pré-mRNAs nos quais as bases específicas ocorrem. Note que o sítio de excisão 3 ' é precedido por uma região de 1 1 nu- 
cleotídeos predominantemente pirimidinas. (Com base em dados de Padgett, R.A., Grabowski, P.J., Konarska, M.M., Seiler, S.S., e 
Sharp, P.A., Annu. Rev. Biochem. 55, 1123 [1986].) 
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Investigações em sistemas de excisão acelulares e in vivo 
de Argiris Efstratiadis, Tom Maniatis, Michael Rosbash e 
Sharp estabeleceram que a remoção de íntrons ocorre por 
meio de duas reações de transesterificação que são notavel- 
mente similares de leveduras a humanos (Fig. 31.53): 

1. A formação de uma ligação 2 ',5 '-fosfodiéster en- 
tre um resíduo de adenosina do íntron e seu grupo fosfato 
5 '-terminal com liberação concomitante do grupo 3'-OH do 
éxon 5 '.O íntron desse modo assume uma nova estrutura em 
laço. O resíduo de adenosina na parte do laço foi identifica- 
do em leveduras como o último A na sequência altamente 
conservada UACUAAC e em vertebrados como o A na se- 
quência YNCURAY equivalente, mas mais tolerante (onde 
R representa purinas [A ou G], Y representa pirimidinas [C 
ou U] e N representa qualquer nucleotídeo . Em leveduras 
e vertebrados, a ramificação do ponto A ocorre a —50 e 18 
resíduos a montante do sítio de junção 3' associado, respecti- 
vamente. Em leveduras, que possuem relativamente poucos 
íntrons, mutações que modificam esse ponto de ramificação 
no resíduo A anulam o splicing nesse sítio. Entretanto, em 
eucariotos superiores, a mutação ou deleção de um sítio de 
ramificação muitas vezes ativa o assim chamado sítio de ra- 
mificação oculto, que também está próximo do sítio de jun- 
ção 3 ' . Evidentemente, o sítio de ramificação atua para iden- 
tificar o sítio de junção 3' mais próximo como um alvo para 
ligação ao sítio de junção 5'. 

2. O, agora livre, grupo 3' -OH do éxon 5' forma uma 
ligação fosfodiéster com o fosfato 5 '-terminal do éxon 3' 
produzindo o produto ligado e liberando o íntron em laço 
com o grupo 3' -OH livre. O laço de íntron é então linea- 
rizado e, in vivo, é rapidamente degradado. Mutações que 
alteram o AG conservado do sítio de junção 3' bloqueiam 


esse segundo passo, apesar de não interferirem com a for- 
mação do laço. 

Note que o processo de splicing procede sem consumo de 
energia livre; suas reações de transesterificação conservam a 
energia livre de cada ponte fosfodiéster clivada pela forma- 
ção concomitante de uma nova. 

As sequências requeridas para o splicing são sequências 
consenso curtas no sítio de junção 3' e 5' e no sítio de rami- 
ficação. Todavia, essas sequências são pouco conservadas. 
Entretanto, outros elementos de sequência curta dentro 
de éxons e íntrons que são conhecidos como reforçadores 
de splicing exônicos (ESEs, de exonic splicing enhancers ) 
e intrônicos (ISEs, de Intronic splicing enhancers ) e silen- 
ciadores de splicing exônicos (ESEs, de exonic splicing si - 
liencers ) e intrônicos (ISEs, de Intronic splicing siliencers ) 
também desempenham papel importante na seleção do sítio 
de junção, apesar de suas características serem pouco com- 
preendidas (mesmo programas de computador altamente 
sofisticados são somente —50% bem-sucedidos na predição 
de sítios de j unção efetivos em comparação com igualmen- 
te bons candidatos que não o são). Em contraste, grande 
porções da maioria dos íntrons podem ser deletadas sem 
impedir o splicing. 

e. Alguns genes eucarióticos realizam auto-splicing 
Identifica-se, atualmente, oito tipos distintos de íntrons, 
sete dos quais ocorrem em eucariotos (Tabela 31.4). íntrons 
do grupo I ocorrem no núcleo, na mitocôndria e nos clo- 
roplastos de diversos eucariotos (mas não nos vertebra- 
dos), e mesmo em algumas bactérias. O estudo de Thomas 
Cech sobre como os íntrons do grupo I são excisados no 
protozoário ciliado Tetrahymena thermophila levou a uma 


FIGURA 31.53 A sequência das reações de 
transesterificação que unem os éxons dos pré' 
-mRNAs eucarióticos. Os éxons e íntrons estão 
esboçados em azul e cor de laranj a, R e Y repre- 
sentam os resíduos de purina e de pirimidina. 

(1) O grupo 2' -OH de um resíduo A específico 
do íntron ataca nucleofüicamente o fosfato 5 ' 
no limite 5' do íntron para produzir uma ligação 
incomum 2 ',5' -fosfodiéster e, assim, formar a 
estrutura em laço. (2) O grupo 3' -OH liberado 
forma uma ligação 3 ',5 '-fosfodiéster com o resí- 
duo terminal 5' do éxon 3', unindo assim os dois 
éxons e liberando o íntron em forma de laço com 
um 3' -OH livre. 


Exon l- — ► 


pré-mRNA 5' ■ • -ApG 


pGpUp 


sitio de excisão 5' 


íntron 


— OH 


2 ' 


YpNpCpUpRpApYp 


ApG 


Éxon 2 


pGp--- 3' 


t 


sitio de excisão 3' 




Bioquímica 1307 


TABELA 31.4 Tipos de íntrons 

Tipo de Intron Onde é encontrado 

íntrons GU-AG pré-mRNA nuclear eucariótico 

íntrons AU-AC pré-mRNA nuclear eucariótico 

Grupo I pré-mRNA nuclear eucariótico, RNAs 

de organelas, poucos RNAs bacteria- 
nos 

Grupo II RNAs de organelas, poucos RNAs pro- 

carióticos 

Grupo III RNAs de organelas 

Twintrons (compostos RNAs de organelas 
de dois e/ou mais 
íntrons do grupo II 
ou III) 

Pré-tRNA íntrons pré-tRNAs nucleares eucarióticos 

íntrons ancestrais Diversos RNAs 

Fonte: Brown, T.A., Genomes (3 ed.), Garland Science, p. 355 (2007). 


surpreendente descoberta: o RN A pode agir como uma en- 
zima. Quando o pré -r RN A isolado desses organismos ê in- 
cubado com guanosina ou um nucleotídeo livre de guanina 
(GMP, GDP ou GTP), mas na ausência de proteínas, seu 
único intron de 421 nucleotídeos se excisa e liga seus éxons 
flanqueadores; isto é, esse pré-rRNA é autoexcisado. A se- 
quência de três reações desse processo (Fig. 31.54) asseme- 
Iha-se à do splicing de mRNA: 

1. O grupo 3' -OH da guanosina forma uma ligação fosfodi- 
éster com a extremidade 5 ' do intron, liberando o éxon 5 ' . 

2. O grupo OH 3'-terminal do éxon 5' recentemen- 
te liberado forma uma ligação fosfodiéster com o fosfato 
5 '-terminal do éxon 3', unindo assim os dois éxons e libe- 
rando o intron. 

3. O grupo OH 3 '-terminal do intron forma uma ligação 
fosfodiéster com o fosfato do nucleotídeo a 15 resíduos 
da extremidade 5' do intron, produzindo ura fragmento 
5 '-terminal com o restante do intron em forma cíclica. 

Esse processo de auto-splicing consiste em uma série de 
transesterificações e, por essa razão, não requer absorção de 
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FIGURA 31.54 A sequência de reações no auto-splicing do 
intron do grupo I de Tetrakymena. (1) O grupo 3' -OH do nu- 
cleotídeo de guanina ataca o fosfato 5 '-terminal do intron para 
assim formar a ligação fosfodiéster e liberar o éxon 5'. (2) O 
grupo 3' -OH recentemente gerado do éxon 5' ataca o fosfato 
5'-terminal do éxon 3', unindo assim os dois éxons e liberando 
o intron. (3) O grupo 3' -OH do intron ataca o fosfato do nu- 
cleotídeo que está a 15 resíduos da extremidade 5 ' de forma a 
circularizar o intron e liberar seu fragmento 5 ' -terminal. Em 
todo esse processo, o RNA mantém um dobramento de confor- 
mação mantido intemamente por ligações de hidrogênio que 
permite a excisão precisa do intron. 
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energia livre. Cech estabeleceu as propriedades enzimáticas 
do íntron de Tetrahymena, que se origina de sua estrutura tri- 
dimensional, pela demonstração que ele catalisa a clivagem 
in vitro da poli(C) com um fator de reforço 10 l() superior à 
taxa da hidrólise espontânea. De fato, esse RNA catalisador 
exibe até mesmo cinética Michaelis-Menten (K M = 42 \lM e 
k cat - 0,033 s” 1 do C 5 ). Tais enzimas de RNA foram nomea- 
das ribozimas. 

Embora a ideia de que um RNA possa ter propriedades 
enzimáticas parecer pouco ortodoxa, não há razões funda- 
mentais por que um RNA, ou qualquer outra macromolé- 
cula, não possa ter atividade catalítica (lembrando que, de 
forma semelhante, um dia foi largamente aceito que os áci- 
dos nucleicos não possuíam a complexidade para carregar a 
informação hereditária; Seção 5.2). Naturalmente, para ser 
um eficiente catalisador, uma macromolécula deve ser capaz 
de assumir uma estrutura estável, mas, como visto a seguir e 
nas Seções 32.2B e 32.3Ae, RNAs, incluindo tRNAs e rR- 
NAs, podem fazê-lo. De fato, o íntron de Tetrahymena sofre 
um série de mudanças conformacionais bem definidas duran- 
te sua sequência de reação. (DNAs de fita simples sintéticos 
são também conhecidos por ter propriedades catalíticas, em- 
bora tais desoxirribozimas sejam desconhecidas na biologia.) 

Os íntrons do grupo II, que ocorrem na mitocôndria de 
fungos e de plantas e incluem a maioria dos íntrons em clo- 
roplastos, também realizam auto-splicing. Eles geralmente 
empregam um resíduo de A interno no ataque nucleofíli- 
co inicial (em vez de um G externo) para formar um laço 
intermediário, um processo que se assemelha ao splicing 
dos pré-mRNAs nucleares (Fig. 31.53). Será visto a seguir 
que o splicing do pré-mRNA nuclear é mediado por partí- 
culas de ribonucleoproteínas complexas conhecidas como 
spliceossomos. A similaridade química das reações de spli- 
cing dos pré-mRNAs e íntrons do grupo II consequente- 
mente sugere que spliceossomos são sistemas ribozimais 
cujos RNAs componentes evoluíram de RNAs que realizam 
auto-spÜcing primordiais e que seus componentes proteicos 
servem essencialmente para sintonizar estrutura e função 
ribozimal. Similarmente, os RNAs componentes dos ri- 
bossomos, que são dois terços RNA e um terço proteína, 
claramente têm uma função catalítica em adição ao papel 
estrutural e de reconhecimento tradicionalmente atribuído 
a eles (Seção 32.3). Assim, a observação de que ácidos 
nucleicos podem, mas proteínas não, dirigir sua própria 
síntese, que células contêm baterias de enzimas com base 
em proteínas para manipular o DNA, mas relativamente 
poucas para processar o RNA, e que muitas coenzimas são 
ribonucleotídeos (p. ex., ATP, NAD e CoA), conduziu à 
hipótese que RNAs são catalisadores biológicos originais 
em períodos pré-celulares (o mundo do RNA) e que pro- 
teínas quimicamente mais versáteis são relativamente mais 
recentes na evolução macro molecular (Seção 1.5Ca). 

f. A estrutura por raios X de uma ribozima do grupo I 
Os íntrons do grupo I são os mais abundantes íntrons de 
autossp/ídng, com >2.000 de tais sequências conhecidas. A 
sequência de 413 nt do íntron do grupo I de Tetrahymena, 
em conjunto com comparações filogenéticas, indica que ele 
contém nove segmentos de dupla-héüce que são designados 


PI a P9 (Fig. 31.55a, P de segmento de base pareado). Essa 
análise ainda indica que o centro catalítico conservado dos 
íntrons do grupo I consiste em conj untos de hélices empilha- 
das coaxialmente intercaladas por torções internas que estão 
organizadas em dois domínios, o domínio P4.P5-P6 (também 
chamado de P4.P6) e o domínio P3-P7-P8-P9 (também cha- 
mado P3-P9). 

Cech desenhou um RNA de 247 nt (Fig. 31.55a) que 
compreende ambos os domínios P4.P6 e P3-P9 do íntron 
do grupo I de Tetrahymena (ele não possui o domínio Pl- 
P2 e os éxons anexos), com a adição de um G 3' (ouG), o 
qual funciona como uma guanosina interna nucleófila. Este 
RNA é cataliticamente ativo; ele se liga ao domínio P1-P2 
por meio de interações terciárias e, com a assistência do 
ti)G, cliva PI de maneira semelhante ao íntron intacto. A 
estrutura por raios X deste RNA (Fig. 31.55 b,c) revela que 
ele está largamente composto de três conjuntos de hélices 
A-RNA empilhadas coaxiahnente com P4.P6 consistindo 
em duas hélices paralelas pseudocontínuas e retas conecta- 
das por uma dobra aguda e P3-P9 consistindo em uma héli- 
ce curvada que enrola um lado do P4.P6 por intermédio de 
interações interdomínio extensas que formam o sítio ativo 
da ribozima. Particularmente notáveis são suas assim cha- 
madas protuberâncias ricas em A, uma sequência de 7 nt 
quase no meio do braço curto do P4.P6 em forma de U, e 
uma sequência de 6 nt na extremidade do braço curto do U, 
cujo GAAA central assume uma conformação característi- 
ca conhecida como uma tetratorção. Em ambas subestrutu- 
ras, as bases são alargadas para fora de forma a se empilhar 
umas sobre as outras e se associar a uma cavidade menor 
de segmentos específicos do braço longo do U, por meio de 
interações de ligações de hidrogênio envolvendo resíduos 
de ribose e bases. Em muitas de tais interações, o empacota- 
mento fechado dos grupos fosfato é mediado por íons Mg 2 
hidratados. Em toda essa estrutura, a característica que de- 
fine o RNA, seu grupo 2' -OH, é tanto um doador como um 
receptor de ligações de hidrogênio para fosfatos, bases e ou- 
tros grupos 2' -OH. Interessantemente, ainda que todo este 
dobramento sej a altamente conservado entre os íntrons do 
grupo I, suas sequências são pobremente conservadas com 
exceção de uns poucos resíduos cruciais do sítio ativo. 

Na reação inicial catalisada pelas ribozimas do grupo I, 
o grupo 3'-OH do wG ataca nucleofilicamente o grupo fosfa- 
to ligando o éxon 5' à ribozima (Fig. 31.54). Contudo, como 
é apenas este grupo 3' -OH ativado como um nucleófilo? O 
sítio de ligação para o substrato a>G é composto de quatro 
trios de bases coplanares com o trio o)G-G264.C311 entre 
três outros trios de bases (Fig. 31.56). Consequentemente, a 
base do uG é empilhada entre aquelas do A261 e C262 (Fig. 
31.56a), o que estabiliza a ligação do wG a este sítio através 
de empilhamento de bases. 

íons metálicos bivalentes, com frequência Mg 2 , são 
muitas vezes necessários tanto para a estabilidade estrutural 
como para atividade catalítica das ribozimas. Infelizmente, 
a relativamente baixa resolução (3,8 À) da estrutura por 
raios X da ribozima impediu a observação direta de íons 
Mg 24 (os quais possuem o mesmo número de elétrons que 
as moléculas de água). No entanto, há boa evidência que 
íons de metais pesados (Eu e Ir) utilizados para resolver as 
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FIGURA 31.55 O íntron do grupo I de Tetrakymena thermophi- 

la. (a) A estrutura secundária da ribozima de 414 nt. Seus domínios 
P4.P6 e P3-P9 estão sombreados em azul e verde, respectivamente, 
com o resíduo 3 ' wG do sítio cataliticamente ativo sombreado em 
amarelo, os trios de bases do domínio P7 sombreados em vermelho, a 
protuberância rica em A-T, a tetratorção e o receptor de tetratorção 
no domínio P4.P6 sombreados em marrom, cor-de-rosa e azui-ciânico, 
respectivamente. As interações de bases pareadas Watson-Crick e não 
Watson-Crick são representadas por linhas horizontais curtas e círcu- 
los pequenos preenchidos, enquanto as interações interdomínios são 
indicadas por linhas magenta. Cada décimo resíduo está marcado com 
um traço para fora. A posição de cinco resíduos que foram mutados 
para estabilizar a estrutura da ribozima está circulada e aquela de sete 
mutações que facilitam a cristalização estão entre parênteses (esta for- 
ma mutante mantém sua atividade catalítica). ( b ) A estrutura por raios 
X da ribozima desenhada de forma encorpada com suas bases mostra- 
das como pás e coloridas como na Parte a. A posição inferida dos íons 
Mg 2 está representada por esferas cor de laranja, (c) Como na Parte a 
mas rotado 140° em tomo do eixo vertical para mostrar melhor a pro- 
tuberância rica em A e a interação entre a tetratorção e o receptor de 
tetratorção. (Parte a com base em um desenho de e Partes bec com 
base em uma estrutura por raios X de Thomas Cech, University of Co- 
lorado, EUA. PDBid 1X8W.) fR, Ver Exercício interativo 42 
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Protuberância 
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Protuberância 

em A 


estruturas por raios ocupam muitas das mesmas posições na 
ribozima que os íons Mg 2+ , e, além disso, íons Mg 2- foram 
observados em diversos destes sítios em outros íntrons do 
grupo I cujas estruturas por raios X são conhecidas. Em 
particular, um íon Mg 2 está em contato com o grupo 2 ' -OH 
do wG assim como está sendo ligado pelos grupos fosfato 
de três nucleotídeos circundantes. Isto tanto orienta o gru- 


po ribose do o>G como ativa nucleofilicamente seu grupo 
3'-OH. Estudos bioquímicos indicam que um segundo íon 
Mg 2+ , o qual acompanha o grupo fosfato do RN A substrato, 
também participa na reação catalítica. Note que dois íons 
Mg 2 ", de forma similar, participam nas reações de fosfo- 
riltransferência catalisadas por enzimas proteicas como a 
DNA-polimerase (Seção 30.2AÍ). 
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FIGUR A 31.56 Estrutura do sítio de ligação à guanosina do íntron do grupo 
I de Tetrahymena. (a) Vista lateral dos quatros trios de bases coplanares no 
sítio ativo ribozimal em F7 (colorido em vermelho na Fig. 31.55). O esqueleto 
de açúcar- fosfato está desenhado em forma de bastões e as bases estão dese- 
nhadas em forma de pás. Os nucleotídeos do mesmo nível tem a mesma cor, 
com exceção do dinucleotídeo C413-<oG, o qual é amarelo, (b) Vista de cima 
das interações do trio de bases entre toG e o par de bases G264 ■ C311. (c) 
Vista de cima do trio de bases C262, A263 e G312, os quais estão localizados 
acima do que contém wG. (d) Vista de cima do trio de bases A261, A265 e 
U310, o qual está localizado abaixo do que contém toG. (Cortesia de Thomas 
Cech, University of Colorado, EUA. PDBid 1X8W.) 




g. Ribozimas cabeça de martelo catalisam um ataque 
nucleofílico em série 

Um dos tipos melhor caracterizado de ribozimas é a ribozima 
cabeça de martelo, assim chamada devido à semelhança su- 
perficial de sua estrutura secundária a um martelo, como foi 
originalmente projetada. Este RNA de essencialmente —40 
nt participa na replicação de certos vírus de RNA que infec- 
tam plantas e também ocorre em esquistossomos (espécies 
de vermes chatos parasitas). A ribozima cabeça de martelo 
catalisa a clivagem sítio -específica de uma de suas próprias 
ligações fosfodiéster com um aumento de velocidade de —10' 
vezes. No entanto, ela não é um verdadeiro catalisador por- 
que não pode retornar ao seu estado inicial. 

A estrutura secundária da ribozima cabeça de martelo 
de 63 nt de Schistosoma mansoni possui três troncos dúplex 
e um núcleo do sítio ativo de dois segmentos não helicoidais 
(Fig. 31.57a). Esta ribozima cliva a si própria entre seus nu- 
cleotídeos C-17 e C-l.l produzindo um 2 ',3 '-fosfodiéster 
cíclico sobre C-17 com inversão da configuração ao redor 
do átomo P, em conjunto com um 5'-OH livre sobre C-l.l, 
muito semelhante ao produto intermediário da reação de hi- 
drólise do RNA catalisada pela RN ase A (Seção 15.1Ab). 
Isso sugere que a reação procede por meio de um mecanismo 
“em série” assim como o diagramado na Fig. 16.6b, com o 


estado de transição formando um intermediário trigonal bi- 
piramidal em que o nucleófilo atacante, o grupo 2' -OH (Y na 
Fig. 16.6b), e o grupo de partida, que forma o grupo 5'-OH 
livre (X na Fig. 16.6b), ocupam a posição axial. A estrutura 
por raios X da ribozima cabeça de martelo de S. mansoni, de- 
terminada por William Scott, revela que seu tronco II, tronco 
III e a extremidade terminal do tronco I estão coaxialmen- 
te empilhados. O restante do tronco I se curva de forma a 
assemelhar-se mais a uma alça de mala do que a um martelo 
para formar uma junção com os troncos II e III que contém o 
núcleo do sítio ativo da enzima (Fig. 31.57b) Os nucleotídeos 
dos troncos helicoidais formam, principalmente, pareamento 
de bases de Watson-Crick normais, enquanto os nucleotí- 
deos do núcleo do sítio ativo participam em pareamento 
de bases não Watson-Crick. Isso explica as observações de 
que a maioria das posições helicoidais pode ser ocupada por 
qualquer par de bases Watson-Crick, mas que poucas bases 
do centro podem ser modificadas sem reduzir significativa- 
mente a atividade ribozimal. 

As bases do centro do sítio ativo participam de uma rede 
de ligações de hidrogênio (Fig. 31.57c). Isto ajuda a posição 
C-17 de forma que o átomo 02' está apropriadamente orien- 
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FIGURA 31.57 Estrutura da ribozima cabeça de martelo de 
Schistosoma mansoni, (a) A sequência e a organização estrutural 
esquemática da ribozima colorida de acordo com a estrutura por 
raios X desenhada na Parte b. Pares de base e interações terciá- 
rias estão representados por traços e linhas pontilhadas respec- 
tivamente. Os nucleotídeos estão marcados de acordo com o sis- 
tema universal de numeração para ribozimas cabeça de martelo. 
(b) Estrutura por raios X da ribozima desenhada em forma de pás 
com átomos C da mesma cor que na Parte a, exceto aqueles do 
G-12 que estão em verde-claro e os do C-l.l que estão em azul- 
-claro, N azul, O vermelho e P cor de laranja. Átomos adjacentes 
de P na mesma fita estão conectados por finos bastões cor de 
laranja. O átomo P do grupo fosfato sujeito a clivagem (ligando 
C-17 e C-l.l) e o nucleófilo (02' de C-17) estão representados 
por esferas pequenas, (c) Os resíduos do sítio ativo da ribozima, 
os quais estão desenhados em forma de bastões, com C verde, O 
vermelho, N azul e P cor de laranja. Ligações de hidrogênio estão 
representadas por linhas tracejadas pretas. O mecanismo de rea- 
ção proposto está indicado pelas setas curvas com a linha preta 
pontilhada marcando a trajetória em série tomada pelo átomo 
02' de C-17 no ataque nucleofílico ao átomo P do grupo fosfato 
sujeito a reação. (Parte a cortesia de, e Parte b e c com base em 
estrutura de raios X de William Scott, University of Califórnia 
at Santa Cruz, EUA, PDBid 2GOZ.) Ver Exercício interativo 43 


tado para um ataque nucleofílico em série sobre o átomo P 
que liga o átomo 03' de C-17 ao átomo 05' de C-l.l. O NI 
do G-12 invariante quando despro tonado e o 2' -OH do G-8 
invariante parecem estar apropriadamente posicionados para 
agir respectivamente como catalisadores básico e ácido nesta 
reação (Fig. 31.57c), o que fortemente sugere que a reação 
ocorre por meio de um mecanismo de catálise ácido-base. 
Este mecanismo de reação não envolve a participação de íons 
metálicos e nenhum foi observado no centro do sítio ativo. 
No entanto, em solução, a presença de íons metálicos divalen- 
tes produz um aumento de velocidade de —50 vezes em rela- 
ção à presença de apenas íons monovalentes. Possivelmente 
os íons metálicos divalentes estabilizem a carga negativa no 
intermediário trigonal bipiramidal (Fig. 16.6£>) e/ou podem 
auxiliar a posicionar e orientar os grupos reativos. 
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h. 0 spllcing dos pré-mRNAs é mediado pelas snRNPs no 

spliceossomo 

Como as junções dos pré-mRNAs são reconhecidas e como 
os dois éxons são reunidos no processo de splicingl Parte da 
resposta para essa questão foi estabelecida por Joan Steitz 
partindo da hipótese de que um ácido nucleico é mais bem 
reconhecido por outro. O núcleo eucariótico, como tem sido 
conhecido desde a década de 1960, contém numerosas có- 
pias de diversos RN As altamente conservados de 60 a 300 
nucleotídeos chamados pequenos RNAs nucleares (snR- 
NAs, de small nuclear RNAs), que formam complexos pro- 
teicos denominados pequenas ribonucleoproteínas nucleares 
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(snRNPs, de small nuclear ribonucleoproteins', pronunciados 
“ snurps ”). Steitz identificou que a extremidade 5 ' de um des- 
ses snRNAs, Ul-snRNA (assim chamado por ser um mem- 
bro da subfamília rica em U dos snRNAs), é parcialmente 
complementar à sequência consenso do sítio de excisão 5'. 
A hipótese consequente, que Ul-snRNA reconhece o sítio de 
excisão 5 ! , foi corroborada pela observação que o splicing é 
inibido pela destruição seletiva de sequências de Ul-snRNA 



FIGURA 31.58 Uma micrografia eletrônica de spliceossomos 
em ação. O gene de Drosophila que tem —6 Kb de extensão 
entra pela parte superior à esquerda da micrografia e sai na 
parte inferior à esquerda. A transcrição inicia próxima ao ponto 
marcado por um asterisco. As cadeias de RN A crescentes apa- 
recem como fibrilas de tamanho cada vez maior que emanam 
do DNA. Os transcritos sofrem splicing cotranscricional, como 
revelado pela formação progressiva e perda de laços de íntrons 
próximo às extremidades 5 ' dos transcritos de RN A (setas) . As 
esferas na base de cada laço de íntron, assim como em outras 
partes sobre o transcrito, são os spliceossomos. A seta grande 
aponta para um transcrito próximo à extremidade 3 ' do gene 
que não está mais anexado ao DNA-molde e, portanto, parece 
ter sido recentemente terminado e liberado. A barra tem 200 
nm de extensão. (Cortesia de Ann Beyer e Yvonne Osheim, 
University of Virginia, EUA.) 


que são complementares ao sítio de excisão 5' ou pela pre- 
sença de anticorpos anti-Ul-snRNP (produzidos por pacien- 
tes que sofrem de lúpus eritematoso sistêmico, uma doença 
autoimune frequentemente fatal). Três outras snRNPs são 
também implicadas no splicing : U2-snRNP, U4,U6-snRNP 
(no qual o U4- e o U 6- snRNAs se associam por meio de pa- 
reamento de bases) e U5-snRNP. 

O splicing ocorre em uma ainda pobremente caracteri- 
zada partícula de —2 . 700 kDa nomeada spliceossomo (Fig. 

31.58) . O spliceossomo reúne um pré-mRNA, quatro snR- 
NPs precedentes e uma variedade de proteínas que se ligam 
a pré-mRNA. Note que o spliceossomo, que consiste em 5 
RNAs e —150 polipeptídeos, é comparável em tamanho 
e complexidade ao ribossomo (que em E. coli consiste em 
3 RNAs e 52 polipeptídeos com uma massa agregada de 
—2.500 kDa; Seção 32.3A). Além do tamanho e complexi- 
dade, o spliceossomo é uma entidade altamente dinâmica, 
com seus vários componentes se associando e se desassocian- 
do durante estágios específicos da reação de splicing (Fig. 

31.59) , enquanto sofrem uma variedade de mudanças con- 
formacionais impelidas por ATP. Por exemplo, para efetu- 
ar a produção da primeira reação de transesterificação que 
produz a estrutura em laço (Fig. 31.53), o spliceossomo sofre 
uma complexa série de rearranjos que estão esquematica- 
mente diagramados na Fig. 31.60. Similarmente rearranjos 
extensivos são necessários para efetuar a segunda reação de 
transesterificação e para reciclar o spliceossomo para reações 
subsequentes de splicing. 

Apesar de, inicialmente, considerar-se que a reação de 
transesterificação era mediada por proteínas catalíticas, suas 
semelhanças químicas às reações efetuadas por íntrons au- 
torremovíveis do grupo II sugerem, como é notado a seguir, 
que são na verdade os snRNAs que catalisam o splicing dos 
pré-mRNAs (íntrons de pré-mRNA têm tão variadas se- 
quências fora de seus sítios de excisão e ramificação, que é 
improvável que desempenhem um papel ativo no splicing). 
De fato, James Manley demonstrou que, na ausência de pro- 
teínas, segmentos dos snRNAs U2 e U6 de humanos catali- 
sam uma reação dependente de Mg 2 h em uma sequência de 
RNA contendo um sítio de ramificação de íntron que se pa- 
rece com a primeira reação de transesterificação do splicing. 

i. O splicing também requer a participação de fatores de 
splicing 

Em torno de 170 diferentes proteínas conhecidas como fa- 
tores associados ao splicing que são extrínsecas ao spliceos- 
somo também participam no splicing , com intermediários 
de montagem individual (p. ex., complexos A, B e C na 
Fig. 31.59) cada uma associada com —125 de tais proteínas. 
Dentre elas está a proteína de ligação ao ponto de ramifi- 
cação (BBP; também conhecida como fator de splicing 1 
[SF1]) e fatores auxiliares U2-snRNP(U2AF), os quais co- 
operam para selecionar o ponto de ramificação do íntron. 
O U2AF liga-se à região de polipirimidina a montante do 
sítio de excisão 3' (Fig. 31.52), enquanto a BBP reconhece 
a sequência do ponto de ramificação próxima (Figs. 31.53 e 

31.60) . A estrutura por RM do segmento RNA-ligante de 
131 resíduos da BBP de 638 resíduos em complexo com 11 
nt de RNA contendo uma sequência de ponto de ramifica- 
ção, determinada por Michael Sattler, revela que o RNA 
assume uma conformação estendida e está em grande parte 
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FIGURA 31 .59 O eido de associação e desassodação do spliceossomo . As ações sequenciais dos snRNPs do spliceossomo ( cír- 
culos coloridos ), mas não a das proteínas que não compõe os snRNPs, estão diagramadas no processo de excisão de um íntron de 
um pré-RNA que contém dois éxons (azul). Aqui 5'SS, BP, e 3'SS significam sítio de splice 5' do pré-RNA, seu sítio de ramificação 
(B ranch P oint) e sítio de splice 3 ', respectivamente. Oito conservadas RNA ATPases/helicases RNA dependentes contendo o mo- 
tivo DexD/H, assim com a GTPase Snull4 agem em etapas específicas do ciclo de splicing para motivar rearranjos RNA-RNA e 
reações de remodelamento de RNP. (Cortesia de Reinhard Lührmann, Max-Planck-Institut für biophysikalische Chemie, Gõttin- 
gen, Alemanha.) 



FIGUR/ 31.60 Diagrama esquemático de seis rearranjos que o spliceossomo sofre durante a mediação da primeira reação de 
transesterificação no splicing do pré-mRNA. O RNA é colorido em código para indicar segmentos que se tornam base-pareados. 
As linhas pretas e verdes representam o snRNA e o pré-mRNA, e BBP significa proteína ligante ao ponto de ramificação (de bran- 
di point-binding protein ). U5, que participa na segunda reação de transesterificação, foi omitido para maior clareza. (1) A troca de 
UI por U6 no pareamento de bases para o sítio de excisão 5' do íntron. (2) A troca de BBP por U2 na ligação ao sítio de ramifica- 
ção do íntron. (3) Rearranjo intramolecular em U2. (4) Rompimento do tronco de bases pareadas entre U4 e U6 para formar uma 
estrutura em haste-alça (stem-loop) em U6. (5) Rompimento de um segundo tronco entre U4 e U6 para formar o tronco entre U2 e 
U6. (6) Rompimento de uma haste-alça em U2 para formar um segundo tronco entre U2 e U6. A sequência desses rearranjos não é 
clara. A reação de transesterificação é representada pelas flechas a partir de A no segmento amarelo do pré-mRNA ( painel direito ) 
até a extremidade 3' do éxon 5'. (Adaptada de Stanley, J.P., e Guthrie, C., Cell 92, 315 [1998].) 
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FIGURA 31.61 A estrutura por RM da porção de ligação a 
mRNA da BBP em complexo com seu RNA-alvo. O RNA de 

11 nt contém a sequência 5'-UA UACUAAC AA-3' na qual a 
sequência do sítio de ramificação de leveduras e vertebrados é 
sublinhada e o ponto de ramificação A está em negrito. A pro- 
teína está desenhada de forma encorpada e colorida na ordem 
das cores do arco-íris da sua extremidade N-terminal (azul) a 
sua extremidade C-terminal (vermelha). O RNA está esboçado 
na forma de pás com C verde, exceto pelos átomos C do ponto 
de ramificação A, os quais são amarelos, N azul e O vermelho 
e com átomos P sucessivos conectados por um bastão cor de 
laranja. O ponto de ramificação 02' está representado por uma 
esfera vermelha pequena. (Com base em uma estrutura por 
RM de Michael Sattler, European Molecular Biology Labora- 
tory, Heidelberg, Alemanha. PDBid 1K1G.) 


enterrado em um vinco revestido de resíduos básicos e ali- 
fáticos (Fig. 31.61). A adenosina no ponto de ramificação, 
cuja mutação abole a ligação a BBP, está profundamente 
enterrada e se liga à BBP por meio de ligações de hidrogê- 
nio que imitam o pareamento de bases Watson-Crick com 
a uracila. 

Outros fatores de splicing incluem proteínas SR e di- 
versos membros da família de ribonucleoproteínas nucle- 
ares heterogêneas (hnRNPs, de heterogeneous nuclear 
ribonucleoproteins). Cada proteína SR tem um ou mais 
RRMs (de RNA recognition motifs, motivos de reconheci- 
mento de RNA) próximo a sua extremidade N-terminal e 
um domínio RS distinto C-terminal que contém numero- 
sas repetições Ser-Arg (SR) e que participa em interações 
proteína-proteína. Proteínas SR, quando adequadamente 
fosforiladas em seus domínios RS, ligam-se especificamen- 
te a seus reforçadores de splicing exônicos (ESEs, de exo- 
nic splicing enhancers) correspondentes em seus RRMs e 
desse modo recrutam a maquinaria de splicing ao sítio de 
excisão que flanqueia os sítios de splicing 5' e 3'. As pro- 
teínas hnRNP, que são proteínas RNA-ligantes altamente 
abundantes, carecem de domínios RS e por isso não podem 
recrutar a maquinaria de splicing. Em vez disto, elas se li- 
gam a seus ESSs e ISSs (silenciadores de splicing exônico e 
intrônico) correspondentes de forma a bloquear a ligação 
da maquinaria de splicing nas regiões flanqueadoras dos sí- 
tios de excisão. 

Uma interpretação simplista da Fig. 31.53 sugere que 
qualquer sítio de excisão 5 ' pode ser unido com qualquer sí- 
tio de excisão 3 ' seguinte, eliminando assim todos os éxons 
intervenientes juntamente com os íntrons que os unem. 
Porém, tal salto de éxons normalmente não ocorre (ver a se- 
guir). Mais propriamente, todos os íntrons de um pré -mRNA 
são individualmente excisados no que parece ser uma ordem 
basicamente fixa que procede mais ou menos na direção 5 ' 
— » 3'. Isso ocorre, ao menos em parte, porque o splicing ocor- 



re cotranscricionalmente (Fig. 31.58). Assim, conforme um 
éxon recentemente sintetizado emerge de uma RNAP II, 
ele é ligado por fatores de splicing que também são ligados 
aos CTDs altamente fosforilados da RNAP II (CTD; Seção 
31. 2E). Isso amarra o éxon e seu spliceossomo associado ao 
CTD de forma a garantir que o splicing ocorra quando o pró- 
ximo éxon emergir da RNAP II. 

j. Estruturas spliceossômicas 

Todas as quatro snRNPs envolvidas no splicing do pré- 
-raRNA contêm a mesma assim chamada proteína central 
snRNP, que consiste em sete proteínas Sm (assim chama- 
das porque reagem com auto anticorpos do sorotipo Sm 
de pacientes com lúpus eritematoso sistêmico), que são 
nomeadas proteínas B, Dl, D2, D3, E, F e G. Cada uma 
dessas proteínas Sm contém dois segmentos conservados, 
Sml e Sm2, que são separados por uma ligação de tama- 
nho variável. As sete proteínas Sm se ligam coletivamente 
a uma sequência de RNA conservada, o motivo RNA Sm, 
que ocorre em Ul-, U2-, U4. e U5-snRNAs e que tem a 
sequência fita simples AAUUUGUG. Contudo, na ausên- 
cia de um U-snRNA, a proteína Sm forma três complexos 
estáveis D1-D2 D3-B, e E-F-G. Nenhum desses comple- 
xos sozinho se liga a U-snRNA. Entretanto, os complexos 
D1-D2 e E-F-G formam um subcentro snRNP estável com 
U-snRNA, ao qual D3-B se liga para formar o domínio cen- 
tral Sm completo. 

As estruturas por raios X dos heterodímeros D3-B e 
D1-D2, determinadas por Reinhard Lührmann e Kiyoshi 
Nagai, revelam que essas quatro proteínas compartilham o 
mesmo dobramento que consiste em uma hélice N-terminal 
seguida por uma lâmina (3 de 5 fitas trançadas antiparalela- 
mente que é fortemente curvada de maneira a formar um 
núcleo hidrofóbico (Fig. 31.62a). As subunidades de ambos 
os dímeros se associam de uma maneira similar com as fitas 
[35 de D3 e Dl se ligando às fitas (34 de B e D2, respectiva- 
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FIGURA 31.62 Estrutura por raios X de proteínas Sm. (a) 

A estrutura da proteína D3. A hélice N-terminal e as fitas (3 de 
seu domínio Sml estão em vermelho e azul e as fitas (3 de seu 
domínio Sm2 estão em amarelo. As proteínas Sm B, Dl e D2 
têm estruturas similares com seus laços L4 e segmentos N-ter- 
minais, incluindo a hélice A, compreendendo suas porções mais 
variáveis. Diversos resíduos altamente conservados estão mos- 
trados na forma de bastões (com C cinza, N azul e O vermelho), 
e uma rede de ligações de hidrogênio conservada é represen- 
tada por linhas tracejadas verdes, (6) O dímero D3-B com D3 
dourado e B azul. A fita (35 de D3 associada com a fita (34 de B 
para formar superfícies planas (3 antiparalelas contínuas. Note 
que seus laços correspondentes estendem-se em direções simi- 
lares. (Cortesia de Kiyoshi Nagai, MRC Laboratory of Molecu- 
lar Biology, Cambridge, Reino Unido. PDBid 1D3B.) 


mente, de forma a juntar suas lâminas [3 (Fig. 31.626). Isto, 
juntamente com experimentos bioquímicos e mutagênicos 
indicam que as proteínas Sm formam um anel hetero-hep- 
tamérico fechado cujas subunidades estão arranjadas na or- 
dem -B D3 G E F— D2-D1. Esse modelo é corroborado 
pela estrutura por raios X da proteína semelhante a Sm da 
arqueobactéria hipertermófila Pyrobaculum aerophilum, 
determinada por David Eisenberg, que forma um anel ho- 
mo-heptamérico que é estruturalmente similar ao modelo 
hetero-heptamérico. Essa estrutura também suporta a hipó- 
tese que as sete proteínas Sm eucarióticas se originam por 
uma série de duplicações de um antigo gene codificador da 
proteína semelhante a Sm. 

Ul-snRNP de mamíferos consiste em Ul-snRNA e 
dez proteínas, as sete proteínas Sm que são comuns a todas 
U-snRNPs, além de três que são específicas à Ul-snRNP: 
U1-70K, Ul-A e Ul-C (437, 282 e 159 resíduos, respectiva- 
mente, em humanos). A estrutura secundária predita do Ul- 
snRNA de 165 nt contém cinco suportes dupla hélice, quatro 
dos quais se reúnem em uma junção em 4 (Fig. 31.63a). Ul- 
70K e Ul-A ligam-se diretamente aos laços I e II do suporte 
do RNA (SL1 e SL2), respectivamente, enquanto Ul-C é li- 
gado por outras proteínas. 

Nagai determinou a estrutura por raios X da UI snR- 
NP de humanos a uma resolução de 5,5 À. Nesta baixa re- 
solução os sulcos maiores e menores dos troncos fita du- 
pla do RNA são visíveis. Além disso, as hélices e folhas 
das proteínas estão aparentes, o que permite a localização 
dos dobramentos de estrutura conhecida da proteína. SL2 
da Ul-snRNA foi alterada e encurtada para promover a 
cristalização. Isto eliminou o sítio de ligação para Ul-A. 
Entretanto, UI snRNP no qual Ul-A está ausente é ativa 
em ensaios de splicing. 


SL1 e SL2 estão empilhadas coaxialmente assim como 
SL3 e a hélice H, e estas duas hélices empilhadas se cruzam 
em um ângulo de -90°. As proteínas Sm formam o anel 
heptamérico predito, que possui —70 Á de diâmetro (Fig. 
31.636). O motivo Sm do RNA juntamente com SL4 estão 
amarrados através do canal central em forma de funil do 
anel de forma que o motivo Sm do RNA interage com as 
proteínas Sm (Fig. 31.63c). Ul-C se associa com o anel Sm 
por meio de uma interação entre seu domínio dedos de zinco 
(zinc finger) e a subunidade D3 (Fig. 31.63c). Um RRM no 
segmento C-terminal de U1-70K interage com a alça de SL1 
e este segmento N-terminal da proteína está pendurado so- 
bre a face externa do anel Sm. 

Acidentalmente, as extremidades 5' de dois Ul-snRNAs 
vizinhos no cristal formam um segmento de dupla hélice. 
Uma vez que, no spliceossomo, a extremidade 5' do Ul- 
snRNA forma pares de base com o sítio de splice 5' do pré- 
-RNA (Fig. 31.60), esta interação fornece um modelo de 
como o spliceossomo reconhce o sítio de splice 5 ' . O domínio 
dedos de zinco de Ul-C interage com esta dupla hélice (lado 
esquerdo da Fig. 31.63c) e presumivelmente a estabiliza. Isto 
é consistente com as observações de que mutantes de Ul-C 
nesta região não podem iniciar a formação do spliceossomo 
(a primeira reação na Fig. 31.59). 

Dificuldades em obter preparações homogêneas de sub- 
conjuntos spliceossômicos e suas baixas estabilidades impe- 
diram sua cristalização e limitaram a resolução de suas ima- 
gens baseadas em crio- ME. Contudo, as estruturas baseadas 
em crio-ME de uma variedade de componentes spliceossô- 
micos tem sido relatada. Por exemplo, a estrutura de resolu- 
ção de —40 Á do complexo B humano após ter sido liberado 
do Ul-snRNP, mas antes de ter sido liberado de U4.snRNP 
(Fig. 31.59) foi determinada por Lührmann e Holger Stark 
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FIGURA 31.63 Estrutura por raios X da Ul-snRNP huma- 
na. ( a ) A estrutura secundária predita de Ul-snRNA com os 
segmentos de RNA nas quais as proteínas U1-7QK e UI -A se 
ligam ao RNA indicadas, ^éo símbolo para resíduos de pseu- 
douridinas (Seção 30.5Be). (6) Vista da estrutura por raios X 
ao longo do eixo do anel Sm. As proteínas estão desenhadas em 
forma de fita em diferentes cores e o RNA está mostrado na 
forma de pás em cinza. SL4 foi deletado para maior clareza. As 
esferas amarelas representam átomos de selênio nos resíduos 
selenoMet (Met com seus átomos S substituídos por Se), os 
quais foram mutagenicamente inseridos na proteína a fim de 
auxiliar na resolução da estrutura. Suas posições conhecidas nas 
cadeias polipeptídicas ajudam a traçar as rotas dos polipeptíde- 
os. (c) A estrutura como vista de cima na Parte a. O íon Zn‘ ! 
ligado ao motivo dedos de zinco do UI -C está representado 
por uma esfera verde. (Parte a modificada de um desenho de, e 
Parte bec cortesia de Kiyoshi Nagai, MRC, Laboratory of Mo- 
lecular Biology, Cambridge, Reino Unido, PDBid 3CW1.) 

(Fig. 31.64). Esta partícula de 370 X 270 X 170 À, a qual foi 
nomeada BAU1, tem um corpo aproximadamente triangu- 
lar conectado a um domínio cabeça. Outros componentes do 
spliceossomo são igualmente irregulares. 



-70K 




U1-70K 


SL3 


k. A importância do sp//c/ng gênico 

A análise da grande maioria de sequências de DNA conhe- 
cidas revela que íntrons são raros em genes estruturais pro- 
carió ticos, incomuns em eucariotos inferiores como as leve- 
duras (que têm um total de 239 íntrons em seus —6.600 genes 
e, com duas exceções, somente um íntron por polipeptídeo), 
e abundantes em eucariotos superiores (genes estruturais 
conhecidos de vertebrados sem íntrons são somente aqueles 
codificadores de histonas e de proteínas antivirais conheci- 
das como interf érons) . íntrons de pré-mRNA, como visto, 
podem ser muito longos e muitos genes contêm um grande 
número deles. Consequentemente, sequências não expressas 
constituem —80% de um gene estrutural típico de vertebra- 
do e —99% de alguns deles. 



FIGURA 31.64 Estrutura baseada em crio-ME do spliceosso- 
mo humano em seu estágio BAU1 de associação/desassociação 
a uma resolução de 40 Â. A barra representa 100 Á. (Cortesia 
de Holger Stark, Max-Planck Institute for Biophysical Chemis- 
try, Gõttingen, Alemanha.) 
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O argumento de que íntrons são apenas parasitas mole- 
culares (DNA lixo) parece insustentável, uma vez que seria, 
então, difícil de racionalizar por que a evolução da complexa 
maquinaria de splicing ofereceu qualquer vantagem seleti- 
va sobre a eliminação dos genes divididos. Qual então é a 
função do splicing de genes? Embora, desde sua descoberta, 
a importância do splicing de genes tenha sido muitas vezes 
veemente debatida, duas importantes funções para ele têm 
aparecido: (1) ele é um agente para rápida evolução proteica; 
e (2) por meio do splicing alternativo, ele permite que um 
único gene codifique diversas (ocasionalmente muitas) pro- 
teínas que podem ter significativamente diferentes funções. 
Nos parágrafos seguintes, serão discutidas esses aspectos do 
splicing de genes. 

I. Muitas proteínas eucaríóticas consistem em módulos que 
também ocorrem em outras proteínas 
O receptor LDL de 839 resíduos é uma proteína da membra- 
na plasmática que tem função de ligar lipoproteínas de baixa 
densidade (LDL, de low-density lipoproíein ) a fossas reves- 
tidas para o transporte para dentro da célula por meio de 
endocitose (Seção 12.5Bc). O gene de 45 kb do receptor da 
LDL contém 18 éxons, a maioria dos quais codificam domí- 
nios funcionais específicos da proteína. Além disso, 13 desses 
éxons especificam segmentos polipeptídicos que são homólo- 
gos aos segmentos de outras proteínas: 

1. Cinco éxons codificam uma sequência de 40 resíduos 
7 vezes repetida que ocorre uma vez em complemento C9 
(uma proteína do sistema imune; Seção 35 .2F). 


2. Três éxons codificam cada um uma repetição de 40 resí- 
duos semelhante à que ocorre quatro vezes no fator de cres- 
cimento epidermal (EGF, de epidermal growth factor, Seção 
19.3A) e uma vez cada um em três proteínas do sistema coagu- 
lante sanguíneo: fator IX, fator X e proteína C (Seção 35.1). 

3. Cinco éxons codificam uma sequência de 400 resíduos 
que é 33 % idêntica ao segmento polipeptídico que é compar- 
tilhado somente com EGF. 

Evidentemente, o gene do receptor LDL é modularmente 
construído de éxons que também codificam porções de ou- 
tras proteínas. Numerosas outras proteínas eucarióticas são 
similarmente constituídas, incluindo, como visto, muitas das 
proteínas envolvidas em transdução de sinal (p. ex., aquelas 
contendo domínios SH2 e SH3; Seção 19.3C). Além disso, 
muitos éxons codificam domínios completos que frequen- 
temente tem funções independentes. Parece, portanto, que 
os genes codificadores dessas proteínas modulares surgiram 
pela compilação gradual de éxons que foram agregados por 
recomb inação (aberrante) entre seus íntrons contíguos. 

m. O splicing alternativo aumenta bastante o número de 
proteínas codificadas por genomas eucarióticos 

A expressão de numerosos genes celulares é modulada pela 
seleção de sítios de excisão alternativos. Assim, certos éxons 
em um tipo de célula podem ser íntrons em outro. Por exem- 
plo, um único gene de rato codifica sete isoformas tecído-es- 
pecíficas (variantes de excisão) da proteína muscular a-tro- 
pomiosina (Seção 35.3Ca) pela seleção de sítios de excisão 
alternativos (Fig. 31.65). 
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FIGUR/ 31.65 A organização do gene da a-tropomiosina de rato e as sete vias de splicing alternativo que dão origem às isofor- 
mas de a-tropomiosina célula-específicas. As linhas finas dobradas indicam as posições ocupadas por íntrons antes de eles serem 
excisados para formar mRNAs maduros. Éxons tecido-específicos são indicados junto com resíduos de aminoácidos (aa) que eles 
codificam: éxons “constitutivos” (aqueles expressos em todos os tecidos) estão em verde, aqueles expressos somente em músculo 
liso (SM, de smooth muscle) estão em marrom, aqueles expressos somente em músculo estriado (STR, de striated muscle) estão em 
púrpura e aqueles expressos variavelmente estão em amarelo. Note que os éxons de músculos estriados e lisos codificadores dos re- 
síduos de aminoácidos 39 a 80 são mutuamente exclusivos; do mesmo modo, existem éxons alternativos 3 ' -não traduzidos (UT, de 
untranslated). (Segundo Breibart, R.E., Andreadis, A., e Nadal-Ginard, B., Annu. Rev. Biochem. 56, 481 [1987].) 
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O splicing alternativo ocorre em todos os metazoários 
e é especialmente predominante em vertebrados. De fato, 
comparações baseadas em microarranjos dos cDNAs obtidos 
de vários tecidos indicam que —95% dos genes estruturais 
humanos estão sujeitos a pelo menos um evento de splicing 
alternativo. Isso pondera a discrepância entre os —23.000 
genes identificados no genoma humano (Seção 7.2Bc) e as 
estimativas anteriores de 50.000 a 140.000 genes estruturais. 

A variação nas sequências de mRNA pode adquirir di- 
versas formas diferentes: éxons podem ser conservados em 
um mRNA ou eles podem ser omitidos; íntrons podem ser 
excisados ou retidos; e as posições dos sítios de excisão 5 ' e 
3' podem ser alteradas para fazer éxons menores ou maio- 
res. Alterações no sítio de iniciação transcricional e/ou sítios 
de poliadenilação podem também contribuir para a diversi- 
dade de mRNAs que são transcritos de um único gene. Em 
um exemplo particularmente notável, a proteína Dscam (de 
D own s yndrome cell-âdhesion m oleculé) de Drosophila, que 
age no desenvolvimento neuronal, é codificada por 24 éxons 
dos quais há 12 variantes mutuamente exclusivas do éxon 
4, 48 do éxon 6, 33 do éxon 9 e 2 do éxon 17 (que são, por 
essa razão, conhecidos como éxons cassete), gerando um to- 
tal de 38.016 possíveis isoformas dessa proteína (comparado 
aos —14.000 genes identificados no genoma de Drosophila). 
Embora não se saiba se todas as isoformas possíveis de 
Dscam são produzidas, evidências experimentais sugerem 
que o gene Dscam expressa muitos milhares delas. (Dscam é 
uma proteína de superfície celular ancorada à membrana da 
superfamília de imunoglobulinas. A isoforma específica ex- 
pressa em um dado neurônio liga a si própria, mas raramente 
a outras isoformas. Isto permite ao neurônio distinguir seus 
próprios prolongamentos (axônios e dendritos) daqueles de 
outros neurônios e desta forma tem um papel essencial no 
arranjo neural. Entretanto, a identidade precisa de uma dada 
isoforma parece não ser importante.) Claramente, o número 
de genes do genoma de um organismo não fornece por si só 
uma avaliação adequada de sua diversidade de proteínas. De 
fato, estima-se que, em média, cada gene estrutural humano 
codifique três diferentes proteínas. 

Os tipos de mudanças que o splicing alternativo confere a 
proteínas expressas estende-se ao espectro total das proprieda- 
des e funções das proteínas. Domínios funcionais completos 
ou mesmo resíduos de aminoácidos avulsos podem ser inse- 
ridos ou deletados de uma proteína, e a inserção de um có- 
don de terminação pode truncar um polipeptídeo expresso. 
Variações no splicing podem, por exemplo, controlar se uma 
proteína é solúvel ou ligada à membrana, se é fosforilada por 
uma cinase específica, a localização subcelular para qual ela 
é dirigida, se uma enzima se liga a um fator alostérico parti- 
cular, e a afinidade com a qual um receptor se liga ao ligante. 
Mudanças em um mRNA, particularmente em suas regiões 
não codificadoras, podem também influenciar a taxa na qual 
ele é transcrito e sua suscetibilidade à degradação. Uma vez 
que a seleção do sítio de excisão alternativo é tanto tecido- 
-específica como estágio do desenvolvimento-específica, 
a escolha do sítio de excisão deve ser firmemente regulada 
tanto no tempo como no espaço. De falo, é estimado que de 
—15% a 50% das doenças genéticas humanas são causadas 
por mutações pontuais que resultam em defeitos no splicing 
do pré-mRNA. Algumas dessas mutações deletam sítios de 


excisão funcionais, ativando assim sítios de excisão ocultos 
vizinhos. Outras geram novos sítios de excisão que são usa- 
dos no lugar dos normais e outros ainda são em genes que co- 
dificam componentes da maquinaria de splicing. Em adição, 
a progressão de tumores é correlacionada com mudanças nos 
níveis de proteínas implicadas na seleção de sítios de excisão 
alternativa. 

Como são selecionados os sítios de excisão alternativa? 
Exemplos bem compreendidos de tais processos ocorrem na 
rota responsável pela determinação do sexo em Drosophila, 
dois dos quais são discutidos aqui: 

1. O éxon 2 do pré-mRNA transformador ( tra ) contém dois 
sítios de excisão alternativos 3 ' (que sucedem o íntron exci- 
sado), com o sítio proximal (perto; ao éxon 1) usado em ma- 
chos e o sítio distai (distante) usado em fêmeas (Fig. 31.66a). 
A região entre esses dois sítios contém um códon de termi- 
nação (UAG). Em machos, o fator de splicing U2AF liga-se 
ao sítio de excisão proximal 3 ' para produzir um mRNA con- 
tendo esse códon de terminação prematuro, que desse modo 
dirige a síntese de uma proteína TRA truncada e consequen- 
temente não funcional. Em fêmeas, porém, o sítio de excisão 
proximal 3' é ligado por uma proteína SXL fêmea-específica, 
o produto do gene sex-lethal (sxl) (que é somente expresso 
em fêmeas), de forma a bloquear a ligação de U2AF, que 
então se liga ao sítio de excisão distai 3', excisando assim o 
UAG e induzindo a expressão da proteína TRA funcional 
(Tanto U2AF quanto TRA contém domínios RS, mas não 
RRMs de forma que nenhuma é uma proteínas SR). 

2. No pré-mRNA doublesex (dsx), os primeiros três éxons 
são excisados constitutivamente em machos e fêmeas. 
Entretanto, o sítio de ramificação imediatamente a montante 
do éxon 4 tem uma região de pirimidinas a qual U2AF não 
se liga (Fig. 31.666). Por isso, em machos, o éxon 4 não é in- 
cluído no mRNA dsx, levando à síntese da proteína DSX-M 
que age como um repressor de genes específicos de fêmeas. 
Entretanto, em fêmeas, a proteína TRA promove a ligação 
cooperativa da proteína SR RBP1 e da proteína semelhante 
à SR TRA2 (o produto do gene transformer 2 [ tra-2 J) a seis 
cópias de um reforçador de excisão exônico (ESE) dentro do 
éxon 4. Esse complexo heterodímero recruta a maquinaria 
do splicing ao sítio de excisão 3 ' a montante do éxon 4, levan- 
do à sua inclusão no mRNA de dsx. A proteína específica de 
fêmeas DSX-F resultante é um repressor dos genes específi- 
cos de machos. 

Desse modo, a síntese da proteína TRA funcional envolve a 
repressão de um sítio de excisão, enquanto a síntese da pro- 
teína específica de fêmeas DSX-F envolve a ativação de um 
sítio de excisão. Mecanismos similares de seleção do sítio de 
excisão alternativo têm sido identificados em vertebrados. 

Em geral, a decisão se um éxon alternativo é manti- 
do ou eliminado é determinada pelas atividades e concen- 
trações de seus vários reguladores, muitos dos quais são 
proteínas SR e hnRNPs. Dessa forma, a expressão tecido- 
-específica desses reguladores e o estado de fosforilação 
das proteínas SR são contribuições importantes para a 
complexa regulação do splicing de mRNA. Além disso, ex- 
tensas análises das sequências de numerosos sítios de exci- 
são alternativos tem revelado a existência de um “código 
de splicing” que utiliza combinações de mais de 200 carac- 
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FIGURA 31.66 Mecanismo da seleção do sítio de excisão alternativo na via de determinação do sexo de Drosophila , como des- 
crito no texto. Em todos os quadros, os éxons estão representados por retângulos coloridos e os íntrons estão demonstrados como 
linhas cinza opacas, (a) Splicing alternativo no pré-mRNA tra. UAG é o códon de Terminação, (b) Splicing alternativo do pré- 
-mRNA dsx. Os seis ESEs (reforçadores de excisão exônica) no éxon 4 estão indicados por retângulos verdes e S representa a ma- 
quinaria de splicing. Em fêmeas, a poliadenilação (pA) do mRNA dsx ocorre a jusante do éxon 4, enquanto, em machos, ela ocorre 
a montante do éxon 6. (Segundo um desenho de Maniatis, T, e Tasic, B., Nature 418, 236 [2002].) 


terísticas do RN A que estão presentes tanto em íntrons 
como em éxons e que são reconhecidas pelos reguladores 
jã mencionados. 

Os riboswitches tem sido implicados no controle do 
splicing alternativo de eucariotos. Por exemplo, como 
Breaker demonstrou, no gene NMT1 do bolor do pão 
Neurospora crassa [o qual expressa uma enzima que par- 
ticipa no metabolismo de TPP (Tiamina Pirofosfato)], o 
riboswitch sensor de TPP está contido em um íntron que 
está localizado a montante do códon de iniciação da tradu- 
ção AUG normal do mRNA. Este íntron contém um sítio 
de excisão 3 ' e dois sítios de excisão 5 ' com dois códons de 
iniciação AUG entre eles. Quando a concentração de TPP 
é baixa, de forma que ele não se liga ao riboswitch, uma 
fita do segmento P4.P5 do riboswitch par eia com o segun- 
do (a jusante) sítio de splice inativando-o (Fig. 31.67a). O 
spliceossomo, então excisa de maneira eficiente o íntron 
inteiro gerando um mRNA que é prontamente traduzi- 
do (1-3; Fig. 31.67Ò). Entretanto, quando a concentração 
de TPP é alta, de forma que ele se liga ao riboswitch, o 
riboswitch assume uma conformação que ativa o segun- 
do sítio de excisão, mas obstrui o ponto de ramificação A 
(Fig. 31.67c). Consequentemente, o spliceossomo excisa 
ineficientemente apenas a porção a jusante do íntron. Os 
dois códons AUG a montante, os quais estão presentes 
tanto no mRNA que não sofreu splicing (X-l) como no que 
sofreu splicing contendo apenas a porção a montante do 


íntron (1-2), competem pelos ribossomos com o códon de 
iniciação AUG normal e desta forma hã repressão da tra- 
dução do mRNA (Fig. 31.67c). 

n. íntrons AU-AC são exclsados por um novo spliceossomo 
Uma pequena fração de íntrons (—0,3%) possui AU no lugar 
de GU em suas extremidades 5 f e AC no lugar de AG em 
suas extremidades 3', mas são contudo excisados por meio 
de uma estrutura em laço para um íntron interno A. Esses 
assim chamados íntrons AU-AC (alternativamente, íntrons 
AT-AC conforme sua sequência de DNA), que ocorrem em 
organismos tão diversos quanto Drosophila, plantas e hu- 
manos, são excisados por um novo spliceossomo AU-AC 
(alternativamente, um spliceossomo AT-AC) que possui 
uma snRNP, U5, em comum com o principal spliceossomo 
(GU-AG), e três outras, Ull, U12 e U4atac-U6atac, que 
são distintas, mas estrutural e funcionalmente análogas a 
Ul, U2 e U4-U6. Curiosamente, todos genes conhecidos por 
conter íntrons AU-AC também contêm múltiplos íntrons de 
classes maiores. Além disso, íntrons AU-AC não são conser- 
vados em tamanho ou posição em seus genes hospedeiros. 
Portanto, a importância funcional e evolutiva de spliceosso- 
mos e íntrons AU-AC é obscura. 

o. Trans-Splicing 

Os tipos de splicing até agora considerados ocorrem den- 
tro de uma única molécula de RNA e por isso são conhe- 
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FIGURA 31 67 Controle da tradução pelo riboswitch sensor 
de TPP de Neurospora crassa por meio de splicing alter- 
nativo. ( a ) A estrutura secundária predita para o aptâmero 
de TPP, o qual reside na região 5 ' não traduzida do mRNA 
NMT1 . A sequência de uma fita do tronco P4-P5 é complemen- 
tar ( sombreado cor de laranja) a um segmento que se sobrepõe 
ao segundo sítio de excisão 5'. (b ) Em baixas concentrações, 
o aptâmero inibe (tê vermelho ) o splicing do segundo sítio de 
excisão 5' enquanto ativa (seta verde) o ponto de ramificação 
A, de forma que o spliceossomo excisa o RN A entre o primeiro 
sítio de excisão 5 ' e o sítio de excisão 3 ' gerando uma ORF (de 
open readingframe - trecho de leitura aberta; 1-3) que é nor- 
malmente traduzida a partir de seu códon de iniciação AUG. 
Em altas concentrações de TPP, a ligação do TPP ao aptâmero 
ativa o segundo sítio de excisão 5 ' mas obstrui o ponto de rami- 
ficação A. O spliceossomo, portanto, excisa ineficientemente 
a porção a jusante do íntron gerando um mRNA (1-2) que 
contém duas uORF (de upstream ORF, ORF a montante) que 
competem com a tradução da ORF primária. O RN A que não 
sofreu splicing (1-1) também possui as duas uORFs, e conse- 
quentemente é da mesma forma traduzido ineficientemente. 
(Cortesia de Ronald Breaker,Yale University, EUA.) 
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eidos como cis-splicing. A química da reação cis-splicing , 
entretanto, é a mesma que ocorreria se os dois éxons liga- 
dos inicialmente residissem em duas moléculas diferentes 
de RNA, um processo chamado trans-splicing. Isso, de 
fato, ocorre em tripanossomos (protozoário cinetoplastí- 
deo; a causa da doença africana do sono). Todos mRNAs 
tripanossomais têm a mesma sequência líder não codifi- 
cadora de 35 nt, embora essa sequência líder não esteja 
presente em genes correspondentes. Mais propriamente, 
essa sequência é parte de um assim chamado RNA líder 
processado (SL, de spliced leader ) que é transcrito de um 
gene independente. O sítio de excisão 5' que sucede a se- 
quência líder do RNA SL, e o sítio de ramificação e o sí- 
tio de excisão 3' que precede a sequência do éxon têm a 
mesma sequência consenso como ocorre em RN As proces- 
sados pelo spliceossomo principal. Consequentemente, o 
RNA SL líder e o pré-mRNA são unidos em uma reação 
trans-splicing que se assemelha à reação cis-splicing (Fig. 
31.53) com a exceção de que o produto da primeira reação 
de transesterificação é necessariamente em forma de Y e 
não na forma de laço (Fig. 31.68). Tripanossomos, cujos 
pré-mRNAs carecem de íntrons, todavia, possuem U2- e 
U4-U6-snRNPs, mas carecem de Ul- e U5-snRNPs. En- 
tretanto, o RNA SL, que se espera se dobrar em três laços 
principais e um motivo tipo RNA Sm de fita simples como 
Ul-snRNA (Fig. 31.63o), aparentemente efetua as funções 
de Ul-snRNA em reações trans-splicing. 


Foi demonstrada a ocorrência de trans-splicing em ne- 
matoides (nematelmintos; p. ex., C. elegans) e platelmintos. 
Esses organismos também efetuam cis-splicing e, de fato, 
realizam ambos tipos de splicing sobre o mesmo pré-mRNA. 
Há também diversos relatos de que o trans-splicing ocorre 
em eucariotos superiores, tais como Drosophila e vertebra- 
dos, mas, se ele realmente ocorre, o faz em somente poucos 
pré-mRNAs e em níveis muito baixos. 

p. O mRNA é metiíado em certos resíduos adenilados 
Durante ou logo após a síntese de pré-mRNAs de vertebra- 
dos, —0,1% de seus resíduos A são metilados em seus átomos 
N6. Essas m 6 A tendem a ocorrer na sequência RRm 6 ACX, 
onde X raramente é G. Apesar da importância funcional des- 
ses As metilados ser desconhecida, deve-se notar que grande 
fração deles é componente do mRNA maduro correspon- 
dente. 

q. O RNA pode ser editado pela inserção ou deleção de 
nucEeotídeos específicos 

Tem sido verificado que certos mRNAs de uma variedade 
de organismos eucarióticos diferem de seus genes corres- 
pondentes em diversas maneiras inesperadas, incluindo 
mudanças de C U e U - > C, a inserção ou deleção de 
resíduos U, e a inserção de múltiplos resíduos G ou C. O 
exemplo mais extremo desse fenômeno, que ocorre em mi- 
tocôndrias de tripanossomos (cujo DNA codifica somente 
20 genes), envolve a adição e a remoção de até centenas de 
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FIGURA 31.68 A sequência da rea- 
ção de transesteriflcação que ocorre 
no trans-splicing. A química é muito 
semelhante à do cis-splicing de pré- 
-mRNA (Fig. 31,53). 


Us em 12 mRNAs que de outra forma não seriam traduzi- 
dos. O processo por meio do qual o transcrito é alterado 
dessa maneira é chamado de edição do RN A, porque ori- 
ginalmente parecia que as reações enzimãticas necessárias 
ocorriam sem o controle do molde de ácidos nucleicos e por 
isso violavam o dogma central da biologia molecular (Fig. 
5.21). Eventualmente, porém, uma nova classe de transcri- 
tos mitocondriais de tripanossomos chamados RNAs-guia 
(gRNAs) foram identificados. Os gRNAs, que consistem 
em 40 a 80 nucleotídeos, têm caudas oligo(Ü) 3', um seg- 
mento interno que é precisamente complementar à porção 
editada do mRNA pré -editado (se G • U pareiam, como é 
comum em RN As, são aceitos como complementares), e 
uma assim chamada sequência âncora de 10 a 15 nt próxima 


à extremidade 5 ' que é em grande parte complementar no 
sentido Watson-Crick a um segmento de mRNA que não é 
editado. 

Um transcrito não editado presumivelmente associa-se 
ao gRNA correspondente por meio de sua sequência âncora 
(Fig. 31.69). Então, em um processo mediado pela maquina- 
ria enzimática apropriada em uma RNP de ~20S nomeada 
de editossomo, o segmento interno do gRNA é usado como 
um molde para “corrigir” o transcrito, produzindo assim o 
mRNA editado. Inserções de edição requerem pelo menos 
três atividades enzimáticas que, um pouco surpreenden- 
temente, são codificadas por genes nucleares (Fig. 31. 70a): 
(1) uma endonuclease em uma porção mal-pareada entre o 
gRNA e o mRNA pré-editado para clivar o mRNA pré-edi- 


A 

5’ -G-C-A A-G-G-U-C-A-G-C — U-A — U-C-A— 3’ 


mRNA pré-editado 


3' — C G-U-U C-C A-G U— C-G-A — U-A-G-U— 5' gRNA 
II \ / I I I I 

G G A G G A-A 

II II 

A G G-A 

\„/ 




5' G-U“U-U-U-U“C-A“A“U-G“G“U“U-U“U“U“C“U-U“A“G“C-U-A“U“C“A 3' mRNA editado 
3' C-G-A-G-G-G-G-U-U-A-C-C-G-G-A-G-A-G-A-A-U-C-G-A— A-A-G-U 5' gRNA 

FIGURA 31.63 Um diagrama esquemático indicando como gRNAs dirigem a edição de mRNAs tripanossomais pré-editados. Os 

Us vermelhos no mRNA editado são inserções e o triângulo (A) marca uma deleção. Diversos gRNAs podem ser necessários para 
dirigir a edição de segmentos consecutivos de um mRNA pré-editado. (Segundo Bass, B.L., in Gesterland, R.F., e Atkins, J.F. 
(Eds.), The RNA World, p. 387, Cold Spring Harbor Laboratory Press [1993].) 
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FIGURA 31,70 Vias de edição do RNA de tripanossomo. Os 

RNAs sendo editados (preto ) estão demonstrados com as bases 
pareadas aos gRNAs (azul) com os Us que são (a) inseridos 
pela TUTase ou ( b ) deletados pela 3'-U-exo esboçados em 
vermelho. As setas indicam as posições que são clivadas pela 
endonuclease. (Segundo Madison-Antenucci, S., Grams, J., e 
Hajduk, S.L., Cell 108, 435 [2002].) 


tado no lado 5' do ponto de inserção; (2) uridiltransferase 
terminal (TUTase, de terminal uridyltransferase) para inse- 
rir novo(s) U(s); e (3) uma RNA-ligase para religar o RNA. 
Deleções requerem um aparato enzimático similar com a ex- 
ceção de que a endonuclease cliva o RNA sendo editado no 
lado 3' do(s) U(s) a ser (em) dele tado (s) e a TUTase é substi- 
tuída pela 3'-U-exonuclease (3'-U-exo), que excisa o(s) U(s) 
no sítio de deleção (Fig. 31.70b). Um único gRNA faz a me- 
diação da edição de um bloco de 1 a 10 sítios. Assim, a infor- 
mação genética especificando um mRNA editado é derivada 
de dois ou mais genes. A vantagem funcional desse complica- 
do processo, tanto no presente como mais provavelmente em 
alguns organismos ancestrais, é desconhecida. 

r. 0 RNA pode ser editado por desaminação de base 
Os humanos expressam duas formas de apolipoproteína 
B (apoB): apoB-48, que é produzida somente no intesti- 
no delgado e age em quilomicrons para transportar tria- 
cilgliceróis do intestino para o fígado e tecidos periféricos; 
e apoB-100, que é produzida somente no fígado e age em 
VLDL, IDL e LDL para transportar colesterol do fígado 
para os tecidos periféricos (Seções 12.5 A e 12.5B). ApoB- 
100 é uma enorme proteína de 4.536 resíduos, enquanto 
apoB-48 consiste nos 2.152 resíduos N-terminais da apoB- 
100 e carece assim do CTD da apoB-100 que faz a media- 
ção da ligação do receptor LDL. 


Apesar de suas diferenças, apoB-48 e apoB-100 são ex- 
pressas do mesmo gene. Como isso ocorre? Comparações 
dos mRNAs codificadores das duas proteínas indicam que 
elas diferem por uma única modificação C — > U: o códon de 
Gin 2153 (CAA) no mRNA de apoB-100 é, no mRNA de 
apoB-48, um códon de terminação UAA. A atividade que 
catalisa essa conversão é uma proteína: ela é destruída por 
proteases e reagentes específicos de proteínas, mas não por 
nucleases. Q uando o mRNA apoB é sintetizado com [a- P] 
CTP, a edição in vitro produz um resíduo [ P]UMP exclusi- 
vamente no sítio de edição. Evidentemente, a atividade de 
edição é uma citidina-desaminase sítio-específica. Esse tipo 
de edição do RNA difere em caráter daquele em mitocôn- 
dria de tripanossomo, que insere e deleta múltiplos Us nos 
mRNAs sob o controle dos gRNAs. A edição do mRNA 
apoB por essa razão pertence a uma diferente classe de edi- 
ção de RNA que é chamada edição substitucional. 

Os diversos outros exemplos conhecidos de edição subs- 
titucional dos pré -mRNAs ocorrem todos em pré -RNAs que 
codificam canais iônicos e receptores acoplados à proteína G 
em tecido nervoso. Dentre eles está o pré-mRNA do recep- 
tor de glutamato do cérebro de vertebrados, que sofre uma 
desaminação A — > 1 (onde I é inosina [guanosina sem seu 
grupo 2-amino], que o aparato traducional lê como G) que 
transforma o códon de Gin (CAG) no de um funcionalmente 
importante Arg (CIG; normalmente CGG). As enzimas de 
vertebrados que catalisam tal edição de pré-mRNAs A — > I, 
ADAR1 (1.200 resíduos), ADAR2 (729 resíduos) e ADAR3 
(739 resíduos; ADAR de adenosina desaminase agindo so- 
bre o RNA) , têm a curiosa necessidade de que seus resíduos 
A-alvo sejam membros de RNA de duplas hélices que são 
formadas entre o sítio de edição e uma sequência comple- 
mentar que em geral está localizada em um íntron a jusante 
(Fig. 31.71). Por isso, a edição mediada por ADAR deve pre- 
ceder o splicing. 

A edição substitucional pode contribuir para a diversida- 
de das proteínas. Por exemplo, o pré-mRNA de Drosophila 
cacophony, que codifica uma subunidade do canal de Ca 21 
controlado por voltagem, contém 10 diferentes sítios de edi- 
ção substitucional e, por isso, tem o potencial de gerar 1.000 
diferentes isoformas na ausência de splicing alternativo. 

A edição substitucional pode também gerar sítios de exci- 
são alternativos. Por exemplo, AD AR2 de ratos edita seu pró- 
prio pré-mRNA pela conversão de um dinucleotídeo AA do 
íntron em AI, que mimetiza o AG normalmente encontrado 
no sítio de excisão 3' (Fig. 31.53). O novo sítio de excisão re- 
sultante adiciona 47 nucleotídeos contíguos à extremidade 5 ' 
do mRNA ADAR2 de forma a gerar um novo sítio de iniciação 
traducional. A isoenzima ADAR2 resultante é cataliticamente 
ativa, mas é produzida em menores quantidades em relação ao 
transcrito não editado, talvez devido a um sítio de iniciação tra- 
ducional de menor eficiência. Desse modo, ADAR2 de ratos 
parece regular sua própria taxa de expressão. 

ADAR1 contém um domínio N-terminal Z-DNA- 
ligante, Zab, que é composto de dois subdomínios, Za e ZJ3. 
Foi visto que na estrutura por raios X de Za em complexo 
com o Z-DNA (Fig. 29.3), Za liga-se ao Z-DNA por meio de 
superfícies complementarmente independentes das sequên- 
cias (Seção 29.1Bb). Qual é a função de Zab? Alexander 
Rich propôs que, uma vez que a supertorção negativa do 
DNA imediatamente anterior à RNAP transcrevendo ati- 
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pré-mRNA 




a adição do RNA de alguma forma interfere com a expressão 
de genes, esse fenômeno é conhecido como interferência por 
RNA (RNAi). Hoje se sabe que RNAi ocorre em todos euca- 
riotos investigados exceto em leveduras do pão. 

O mecanismo de RNAi começou a ser esclarecido em 
1998 quando AndrewFire e Craig Mello mostraram que RNA 
fita dupla (dsRNA) era substancialmente mais efetivo em cau- 
sar RNAi em C. elegans que suas fitas componentes sozinhas. 
A RNAi é induzida por somente poucas moléculas de dsRNA 
por células afetadas, sugerindo que RNAi é antes um efeito 
catalítico que estequiomé tricô. Investigações adicionais, gran- 
de parte em Drosophila, conduziram a elucidação das seguin- 
tes rotas que fazem a mediação da RNAi (Fig. 31.72): 

1. O dsRNA gatilho, como Phillip Zamore descobriu, é cor- 
tado em fragmentos fita dupla de —21 a 25 nt de comprimen- 
to conhecidos como pequenos RNAs de interferência (siR- 
NAs, de small interfering RNAs), cada fita das quais tem uma 
projeção de 2 nt na sua extremidade 3' e um fosfato 5'. Essa 
reação é mediada por uma RNase dependente de ATP no- 
meada Dicer, um homodímero de subunidades com —1.900 





























DsRNA gatilho 


FIGURA 31.71 O reconhecimento do sítio de edição de 
ADAR. Ambas ADAR1 e AD AR2 ligam-se a um dsRNA 
de 9 a 15 pb que é formado entre um sítio de edição ( cor de 
laranja ) de um éxon do pré-mRNA e a assim chamada sequên- 
cia complementar do sítio de edição (ECS; cor-de-rosa) que é 
muitas vezes localizada no íntron a jusante (marrom). “A” re- 
presenta a adenosina que ADAR (verde) converte em inosina. 
(Segundo Keegan, L.P., Gallo, A., e O Connell, M.A., Nature 
Rev. Genet. 2, 869 [2001].) 
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vamente (Seção 31.2C) estimula a formação transitória de 
Z-DNA (recorde que Z-DNA tem uma hélice canhota), Zab 
recruta ADAR1 para genes que estão sofrendo transcrição. 
Isso pode facilitar a rápida edição A — » I, que deve ocorrer 
antes da próxima reação de splicing. 
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s. Interferência por RNA degrada tnRNAs 
Desde os anos 90 tem tornando-se claro de modo crescente 
que RNAs não codificadores podem ter um papel importante 
no controle da expressão de genes. Uma das primeiras indi- 
cações desse fenômeno ocorreu com a tentativa de Richard 
Jorgensen em construir geneticamente petúnias mais viva- 
mente púrpuras pela introdução de cópias extras do gene que 
dirige a síntese do pigmento púrpura. Surpreendentemente, 
as plantas transgênicas resultantes tiveram flores variegadas 
e muitas vezes totalmente brancas. Aparentemente, os genes 
responsáveis pela cor púrpura de algum modo “desligaram” 
uns aos outros. Similarmente, é bem conhecido que RNA an- 
tissenso (RNA que é complementar a pelo menos uma por- 
ção de um RNA) impede a tradução do mRNA correspon- 
dente porque ribossomos não podem traduzir RNA de fita 
dupla. Contudo, injetando RNA senso (RNA que tem a mes- 
ma sequência que um mRNA) no nematoide Caenorhabditis 
elegans também bloqueia a produção de proteínas. Visto que 
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FIGURA 31.72 Um mecanismo para interferência por RNA 
(RNAi). Ver texto para detalhes. ATP é necessário para a 
clivagem de RNA catalisada por Dicer e para a destorção por 
helicase associada a RISC da fita dupla de RNA. Dependendo 
da espécie o RNA pode não ser completamente degradado. 
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resíduos em animais que é um membro da família RNase UI 
das endonucleases específicas para RNA fita dupla. 

2. Um siRNA é transferido para um complexo de 250 a 500 
kDa de múltiplas subunidades conhecido como complexo de 
silenciamento induzido por RNA (RISC, de RNA-induced 
silencing complex). RISC possui pelo menos quatro com- 
ponentes proteicos, um dos quais é uma helicase de RNA 
dependente de ATP que separa as duas fitas do siRNA. A 
fita cuja extremidade 5' possui a mais baixa energia livre de 
ligação, o RNA-guia, é ligada pelo RISC enquanto sua fita 
complementar, o RNA passageiro, é clivada e descartada. 
Em algumas espécies, mas aparentemente não em huma- 
nos, o sinal siRNA original é amplificado pela ação de uma 
RNA-polimerase dependente de RNA (RdRP). 

3. O RNA-guia recruta o complexo RISC para um mRNA 
com a sequência complementar. 

4. Uma RNaselII componente do RISC conhecida como 
Argonauta (A GO; também chamada de Slicer) cliva o 
mRNA oposto ao ligado ao RNA-guia. O mRNA clivado é 
então degradado pelas nucleases celulares, impedindo assim 
sua tradução. 


A estrutura por raios X da Dicer do protozoário parasito 
Giardia intestinalis , determinada por Jennifer Doudna, reve- 
la que sua forma assemelha-se aquela de um machado, com 
seus dois domínios RNase III formando a lâmina e seu domí- 
nio PAZ (nomeado pelas três proteínas no qual está contido, 
PIWI, Argonauta e Zwille) formando a base do cabo (Fig. 
31.73; Dicers de eucariotos superiores contém adicionalmen- 
te um domínio helicase DexD/H N-terminal e um domínio 
de ligação a dsRNA C-terminal). Os dois domínios de RNase 
III formam um heterodímero interno que se assemelha à 
estrutura homodimérica da RNase III bacteriana. Quatro 
resíduos acídicos conservados em cada domínio RNase III 
ligam-se a dois íons Mg 2+ e consequentemente é postulada a 
clivagem de uma fita de RNA por intermédio de um meca- 
nismo de dois metais iônicos (Seção 30.2Af). Os dois sítios 
ativos da RNase III estão a 17,5 A, a largura do sulco maior 
do dsRNA, e desta forma parecem posicionados para clivar 
as duas fitas do dsRNA ligado. O domínio PAZ liga-se espe- 
cificamente às extremidade do dsRNA que possuem dois nu- 
cleotídeos a mais a 3 ' . A distância entre este sítio de ligação 
e o sítio ativo do domínio RNase III é 65 Â, o comprimento 
de um dsRNA de 25 pb. Isto explica como Dicer cliva um 
segmento de —25 pb da extremidade do dsRNA. 

Proteínas Argonauta consistem em quatro domínios: 
um N-terminal (N), um PAZ, um do meio (Mid, de Midd - 
le ) e um domínio PIWI (de P -element induced w impy testis ) . 
As estruturas por raios X de diversas proteínas Argonauta 
bacterianas revelam que elas possuem uma arquitetura bi- 
lobada com os domínios N e PAZ formando um lobo e os 
domínios Mid e PIWI formando o outro. O domínio PIWI 
tem um dobramento de RNase H (RNase H cliva a fita de 
RNA de uma hélice híbrida RNA • DNA) , o que sugere for- 
temente que ela faz a mediação da atividade “cortante” da 
Argonauta (Argonautas bacterianas ligam-se preferencial- 
mente ao DNA-guia do que a RNA). A estrutura por raios X 
da Argonauta de T. thermophilus em complexo ternário com 
um DNA-guia de 21 nt e um RNA-alvo de 19 nt (Fig. 31.74), 
determinada por Patel, revela que a hélice híbrida RNA • 
DNA liga-se à fenda entre os dois lobos da Argonauta com o 



FIGURA 31.73 Estrutura por raios X de Dicer de G. intesti- 
nalis. A proteína está representada por sua superfície molecu- 
lar colorida de acordo com sua carga superficial com vermelho 
negativo, azul positivo e branco neutro. íons Mg' 1 1 ligados, os 
quais estão representados por esferas verdes, marcam o sítio 
ativo de cada um dos dois domínios de RNase III da proteína. 
Um dsRNA foi modelado dentro da estrutura com sua extremi- 
dade 3' não pareada entrando no bolso de ligação (asterisco) do 
domínio PAZ. As setas brancas apontam para os grupos fosfato 
que serão clivados. Note que muito da superfície ao qual o 
dsRNA aniônico está presumivelmente ligado é carregada po- 
sitivamente (a carga superficial calculada não leva em conta os 
íons Mg‘ ligados). (Cortesia de Jennifer Doudna, University of 
Califórnia at Berkeley, EUA. PDBid 2FFL.) 


grupo fosfato fazendo uma ponte entre os nucleotídeos 10 e 
11 do RNA posicionado para clivagem no sítio ativo PIWI. A 
comparação desta estrutura com aquela de complexos simi- 
lares sem o RNA-alvo ou nas quais o RNA-alvo possui 12 ou 
15 nucleotídeos indica que o DNA-guia (e presumivelmente 
o RNA-guia em eucariotos) liga-se inicialmente a Argonauta 
com sua extremidade 3 ' no bolso de ligação de PAZ, mas as- 
sim que a hélice híbrida aumenta uma volta, sua extremidade 
3 ' é liberada, o que facilita o enrolamento da hélice híbrida. 

t. RNAi defende contra infecções virais e regula a expressão 
gênica 

Qual é a função fisiológica da RNAi? Uma vez que muitos 
vírus eucarióticos armazenam e replicam seus genomas na 
forma de RNA (Capítulo 33), parece que a RNAi surgiu 
como uma defesa contra infecções virais. De fato, muitos ví- 
rus de plantas contém genes que suprimem várias etapas da 
RNAi e que são essenciais para a patogênese. Também foi 
demonstrado que RNAi inibe a dispersão intragenômica de 
retrotranspósons (Seção 30.6Bh). 
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FIGURA 31.74 Estrutura por raios X de Argonauta de T. 
thermophilus em complexo ternário com um DNA-guia de 

21 nt e um RJNA-alvo de 19 nt. A proteína está mostrada em 
forma de fitas com seus domínios N, PAZ, Mis e PIWI azul 
ciânico, magenta, cor de laranja e verde, respectivamente e 
com os elos conectando estes domínios cinza. O DNA-guia e o 
RNA-alvo estão desenhados em forma de bastões em vermelho 
e azul com seus átomos P amarelos. Apenas os nucleotídeos 1 a 
16 do DNA e 2 a 16 do RNA são visíveis. (Cortesia de Dinshaw 
Patel, Memorial-Sloan Kettering Câncer Center, New York, 
EUA. PDBid 3HK2.) 


Uma grande variedade de eucariotos, incluindo plan- 
tas, nematódeos, moscas , peixes e mamíferos utilizam RNAi 
para controlar a expressão gênica. Alguns mRNAs expres- 
sos por estes organismos contém estruturas em haste -alça 
(stem-loop) de —70 nt, imperfeitamente pareadas, que 
são excisadas por uma RNase III de 1.374 resíduos nome- 
ada Drosha (Fig. 31.75). As hastes-alça são exportadas do 
núcleo para o citosol quando são clivadas por Dicer libe- 
rando dsRNAs de —22 pb conhecidos como microRNAs 
(miRNAs; assim chamados para diferenciar estes RNAs 
endógenos dos siRNAs exógenos). O transcrito do qual os 
miRNAs são derivados são conhecidos como pri -miRNAs 
(pri de primário), enquanto as hastes-alça são chamadas de 
premiRNAs (pre de precursor). Os premiRNAs podem es- 
tar localizados tanto nos íntrons como, menos comumente, 
nos éxons de um pri-miRNA. Os miRNAs ligam-se a RISC 
nos quais eles funcionam para identificar as dezenas a cen- 
tenas de mRNAs contendo segmentos que são parcialmente 
complementares ao miRNA. 

O miRNA ligado a RISC liga-se ao seu sítio -alvo, o 
qual é geralmente na região 3' não traduzida (3'UTR) de 
um mRNA. Uma ausência de complementaridade perfeita 
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FIGURA 31.75 A geração de miRNAs a partir de pri -mi RN As 
e sua ligação mediada por RISC aos mRNAs-alvo. Ver o texto 
para detalhes. 


impede Argonauta de clivar o mRNA (o domínio PIWI da 
Argonauta catalisa o corte somente se há complementarida- 
de perfeita à sequênda germinal do miRNA, a qual consiste 
nos nucleotídeos 2-8 de sua extremidade 5'), e de fato, algu- 
mas espécies de Argonauta não possuem os resíduos catalí- 
ticos para fazê-lo. Ao contrário, acredita-se que o silencia- 
mento mediado por miRNAs ocorra através da remoção da 
cauda poli(A) ou do cap m 7 G de seu RNA-alvo, o que leva 
à degradação do mRNA (Seção 31.4Av), e/ou à repressão 
mediada por RISC da tradução do mRNA- alvo pela interfe- 
rência com a iniciação ribossomal (Seção 32.3Cd) e seques- 
trando ou degradando o mRNA em grânulos citoplasmáticos 
conhecidos como corpos P (de processamento). 

Em 1993, Victor Ambros descobriu o primeiro miRNA 
conhecido, o qual é codificado pelo gene lin-4 de C. elegans 
(Fig. 31.76a). O gene lin-4 era conhecido por controlar o tem- 
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po no desenvolvimento larval, ainda que se pensasse que ele 
codificava uma proteína que reprimia a expressão do gene lin- 
14. De fato, o miRNA lin-4 é complementar a sete sítios na 
3'UTR do gene lin-14, o qual foi mostrado previamente me- 
diar a repressão de lin-14 através do produto gênico de lin-4. 
Uma observação enigmática na época foi que esta regulação 
reduzia grandemente a quantidade de proteína LIN-14 pro- 
duzida sem alterar os níveis de mRNA lin-14. Estes achados 
foram eventualmente seguidos pela descoberta que o gene 
let-7 de G elegans codifica o que agora é conhecido como um 
miRNA (Fig. 31.76b) que controla a transição do estágio lar- 
val para o adulto do desenvolvimento. Subsequentemente, 
homólogos de let-7 foram identificados nos genomas de 
Drosophila e humanos e o RNA de let-7 foi detectado nestes 
organismos assim como em numerosos outros animais. 

Ambos lin-4 e let-7 miRNAs foram descobertos por análi- 
ses genéticas. Entretanto, a maioria dos quase 10.000 miRNAs 
de plantas e animais que são conhecidos, incluindo aqueles da 
Fig. 31.76c, foram identificados por meio de abordagens de 
bioinformática (Seção 7.4). Os miRNAs conhecidos estão ca- 
talogados no banco de dados miRBase (http://www.mirbase. 
org/). Quase todos os miRNAs são conservados entre animais 
proximamente relacionados (p. ex., camundongos e humanos) 
e muitos são mais abrangentemente conservados entre as li- 
nhagens animais (p. ex., mais de um terço dos 174 miRNAs 
de C. elegans tem homólogos em humanos). O significado dos 
miRNAs é indicado pelo fato de que humanos expressam mais 
de 720 miRNAs que participam na regulação de —30% de seus 
genes codificadores de proteínas. 

RN Ai tem se tornado o método de escolha para “no- 
cautear” genes específicos em plantas e invertebrados. Por 
exemplo, em C. elegans , RNAi tem sido utilizada para ina- 
tivar sistematicamente mais de 16.000 de seus 19.000 genes 
codificadores de proteínas em um esforço para designar uma 
função para cada gene. C. elegans é particularmente ameno à 
abordagem de RNAi, uma vez que este verme se alimenta de 
E. coli e ser relativamente fácil de modificar geneticamente 
as células bacterianas para expressar RNA dupla fita que se 
torna parte da dieta do verme. Uma limitação do método de 
RNAi é que ele permite o exame apenas dos efeitos da inati- 
vação gênica - e não da ativação. 

RNAi é de utilidade similar nos sistemas de mamíferos, 
ainda que mamíferos careçam do mecanismo que amplifica 
o silenciamento em plantas e invertebrados, de forma que 
os efeitos do RNAi em mamíferos são transitórios. A extra- 
ordinária especificidade do RNAi pode tornar possível pre- 
venir infecções virais e silenciar genes mutantes que causam 
doenças como os oncogenes. De fato, experimentos tem de- 
monstrado que é possível usar RNAi para bloquear a resposta 
inflamatória do fígado ao vírus da hepatite, pelo menos em 
camundongos, e impedir a replicação do HIV em cultura de 
células humanas. Um desafio para o futuro é inventar proto- 
colos para um silenciamento gênico mais específico e de maior 
duração que tornaria possível impedir infecções virais ou blo- 
quear os efeitos de genes mutantes causadores de doenças. 

u. mRNAs eucariõticos maduros são ativamente 
transportados do núcleo para o citoplasma 

A tradução dos mRNAs procarióticos é com frequência 
iniciada, como visto na Fig. 31.27, antes de sua síntese es- 
tar completa. Isto não pode ocorrer em eucariotos por que 
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FIGURA 31.76 As hastes-alça preditas de alguns pré- 
-miRNAs. Os miRNAs contidos nestes pré -mRNAs, todos os 
quais são de C. elegans, estão em vermelho, (a) lin-4, (b) let-7, 
e (c) miR-1 e miRl* (em azul), os quais são largamente com- 
plementares um ao outro. 


a transcrição e o processamento pós-transcricional dos 
mRNAs eucarióticos ocorre no núcleo, mas sua tradução 
tem lugar no citosol. Consequentemente, mRNAs maduros 
devem ser transportados do núcleo para o citoplasma. Este 
é um processo altamente seletivo, uma vez que mRNAs ma- 
duros compreendem apenas uma pequena fração dos RNAs 
presentes no núcleo, os restantes sendo pré-mRNAs, íntrons 
excisados (os quais são comumente muito maiores que os 
éxons de onde são liberados), rRNAs, tRNAs, snRNAs, e 
uma variedade de RNAs que participam do processamento 
de rRNAs e tRNAs (Seções 31. 4B e 31.4C). De fato, apenas 
—5% do RNA sintetizado deixa o núcleo. 

Como os mRNAs maduros são reconhecidos e trans- 
portados? Como foi visto, durante toda a sua residência no 
núcleo, os pré-mRNAs estão continuamente associados com 
numerosas proteínas, incluindo aquelas que participam da 
síntese de cap m 7 G e cauda de poli(A), e na excisão de seus 
íntrons. Em adição, o complexo de junção de éxons (EJC), 
o qual consiste em quatro proteínas centrais e diversas pro- 
teínas transitoriamente associadas, é depositado no mRNA 
durante o processo de splicing em um sítio que está 20 a 
24 nt a montante da j unção dos éxons sem relação com sua 
sequência. A população de proteínas ligadas a um mRNA 
muda conforme o RNA é processado mas algumas das pro- 
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teínas, incluindo proteínas SR, hnRNPs (Seção 31.4AÍ) e 
EJCs permanecem associadas com o mRNA maduro no nú- 
cleo. Entretanto, parece que é a coleção inteira de proteínas 
ligadas e não alguma proteína individual que serve para iden- 
tificar um mRNA para a maquinaria de exportação nuclear. 

O núcleo eucariótico (Fig. 1.5) é uma organela envolvida 
por membrana dupla que, em animais, é penetrada por uma 
média de —3.000 poros. Estes são formados por complexos 
de poro nuclear (NP Cs), os quais são associações massivas 
(—120.000 kDa) de oito dobramentos simétricos de —30 dife- 
rentes proteínas conhecidas como nucleoporinas. NPCs, que 
possuem diâmetro interno de — 90 À (ainda que isto possa ser 
expandido até 260 À), permitem a difusão livre de moléculas de 
até 50 kDa, mas a maioria das macromoléculas, incluindo mR- 
NAs em seus complexos com proteínas, requerem um processo 
de transporte ativo para passar através de um NPC. Algumas 
das proteínas associadas com mRNAs maduros portam sinais 
de exportação nuclear que são reconhecidos por uma proteína 
receptora que, em leveduras, é nomeada Dbp5. Esta proteína 
DExD/H box de 482 resíduos (Dbp5 de Z)ExD/H box p rotein 
5) é uma heücase de RN A dirigida por ATP que também se 
liga ao NPC. Isto permite que a Dbp5 empurre o mRNA para 
fora do núcleo enquanto simultaneamente tira muitas de suas 
proteínas ligadas. Estas proteínas são posteriormente recicla- 
das pelo retomo delas ao núcleo por meio dos NCPs. 

v. A degradação de mRNA é elaboradamente controlada 
A síntese e maturação de mRNAs, como visto, estão sujeitas 
a múltiplos controles. O mesmo é verdade para a sua degra- 
dação. De fato, a gama de estabilidade de mRNA em célu- 
las eucarióticas, medidas em meia- vidas, varia de uns poucos 
minutos a muitas horas ou dias. As moléculas de mRNA por 
si só contém elementos que ditam suas taxas de decaimen- 
to. Estes elementos incluem a cauda de poli (A) 3' e o cap 5' 
m'G, que protegem contra exonucleases, assim como sequên- 
cias que estão localizadas dentro da região codificadora. 

Uma rota principal de degradação de mRNA inicia com 
a remoção progressiva de sua cauda de poli(A), um processo 
catalisado por desadenilases que estão localizadas por todo 
citosol. Quando a cauda de poli(A) residual é menor que 10 
nt de comprimento e desta forma não é mais capaz de ligar- 
-se à proteína de ligação a poli(A) (Seção 31.4b), o mRNA 
se torna substrato de uma enzima de retirada do cap (decap- 
ping), a qual excisa hidroliticamente o cap 5' m G do mRNA. 
Isto, possivelmente, ocorre por que o fator de iniciação da 
tradução eIF4G interage tanto com a proteína de ligação a 
cauda de poli (A) quanto com a proteína de ligação ao cap 
(Seção 32.3Cd), circularizando o mRNA de forma que even- 
tos na extremidade 3 f pode ser acoplados a eventos em sua 
extremidade 5'. O mRNA sem cap e desadenilado é, então, 
degradado por exonucleases, principalmente pela Xrnl, 5' —> 
3' exonuclease de 1.706 resíduos, e pelo complexo exonucleá- 
sico 3' — ► 5' nomeado exossonto. Uma enzima de retirada de 
cap, exonucleases 5' — > 3 1 e proteínas acessórias formam os 
corpos P (Seção 31.4At) que funcionam tanto para degradar 
o mRNA quanto para armazená-lo em uma forma inativa. 

Proteínas que se ligam a elementos ricos em AU ( AREs) 
na região 3' não traduzida dos mRNAs também parecem 
aumentar ou diminuir a taxa de degradação do mRNA, 
ainda que sua ação exata seja pobremente compreendida. 
Acredita-se que estruturas secundárias do RNA e proteínas 


que se ligam a RNA, que podem ser suscetíveis a modifica- 
ções por rotas de sinalização celular, tem um papel na regula- 
ção da estabilidade do mRNA. 

O cerne do exossomo eucariótico consiste em cópias úni- 
cas de nove diferentes subunidades. Sua estrutura por raios X 
(Fig. 31.77), determinada por Christopher Lima, revela que 
seis destas subunidades, Rrp41 (Rpr de rRNA processing; o 
exossomo foi descoberto como uma atividade que processava 
as extremidade 3' dos rRNAs), Rrp42, Mtr3, Rrp43, Rrp46 e 
Rrp45 formam um anel de seis membros com as três subunida- 
des remanescentes Rrp4, CsI4 e Rrp40, ligadas a mesma face 
deste anel. Estas subunidades estão arranjadas de forma que 
o cerne do exossomo contém um canal central de 9 À de diâ- 
metro que permite a entrada apenas de RNAs de fita simples. 

O exossomo de arqueobactérias parece ser uma versão 
mais simples do cerne do exossomo eucariótico. Seu anel de 
seis membros consiste apenas em dois tipos de subunidades, 
Rrp41 e Rrp42, que se alternam ao redor do anel, com três 
cópias de Rrp4 ligadas à mesma face do anel. Apenas Rrp41 
contém um sítio ativo, ainda que Rrp42 seja necessária para 
a atividade. Não surpreendentemente, Rrp4, Mtr3 e Rrp46 
são homólogas à Rrp41 de arqueobactérias, Rrp42, Rrp43 e 
Rrp45 eucarióticas são homólogas à Rrp42 de arqueobacté- 
rias, e Rrp4, CsI4 e Rrp40 eucarióticas são homólogas à Rrp4 
de arqueobactérias. Todavia, apesar do fato de cada uma 
das subunidades do cerne ser essencial para a viabilidade, 
cernes de exossomos eucarióticos, de leveduras a humanos 
são cataliticamente inativos devido a mudanças em resíduos 
do sítio ativo relativa a seus homólogos de arqueobactérias. 
Além disso, o cerne do exossomo se associa com duas exo- 
nucleases 3', Rrp6 e Rrp44, cujos mutantes para a atividade 



FIGURA 31.77 Estrutura por raios X do cerne do exossomo 
humano. O complexo proteico está desenhado em forma de 
fitas embebidas em sua superfície molecular semitransparente, 
com cada uma das suas nove diferentes subunidades colorida 
separadamente. A vista é da face do anel de seis subunidades 
oposta àquela em que estão ligadas as três outras subunidades. 
(Com base em uma estrutura por raios X de Christopher Lima, 
Sloan-Kettering Institute, New York, EUA. PDBid2NN6.) 
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catalítica são individualmente viáveis, mas letais em combi- 
nação em leveduras. Além disso, o cerne do exossomo inte- 
rage com numerosos cofatores, em sua maioria de múltiplas 
subunidades, que exercem uma variedade de atividades de 
processamento de RNA tanto no núcleo como no citosol. 
Desta forma, o cerne do exossomo eucariótico parece ser 
uma plataforma estrutural sobre a qual muitas enzimas de 
processamento de RNA podem ser montadas. 


B. Processamento do RNA ríbossômíco 

Os sete óperons de rRNA de E. coli contêm uma cópia (qua- 
se idêntica) de cada um dos três tipos de genes de rRNA 
(Seção 32. 3 A). Seus transcritos primários policistrônicos, 
que têm ~ 5.500 nucleotídeos de comprimento, contêm o 
rRNA 16S na sua extremidade 5' seguido pelos transcritos de 
1 ou 2 tRNAs, o rRNA 23S, o rRNA 5S e, em alguns óperons 
de rRNA, mais 1 ou 2 tRNAs na extremidade 3' (Fig. 31.78). 
As etapas no processamento desse transcrito primário em 
rRNAs maduros foram elucidadas com a aj uda de mutantes 
defectivos em uma ou mais enzimas do processamento. 

O processamento inicial, que produz os produtos co- 
nhecidos como pré-rRNAs, começa enquanto o transcrito 
primário ainda está sendo sintetizado. Ele consiste em cli- 
vagens endonucleolíticas específicas pela RNase IH, RNase 
P, RNase E e RNase F nos sítios indicados na Fig. 31.78. 
A sequência de bases do transcrito primário sugere a exis- 
tência de diversos troncos de bases pareadas. A clivagem 
da RNase III ocorre em um tronco consistindo em sequên- 
cias complementares flanqueando a extremidade 3' e 5' do 
segmento 23S (Fig. 31.79), assim como as do segmento 16S. 
Presumivelmente, certos aspectos desses troncos constituem 
o sítio de reconhecimento da RNase III. 

As extremidades 5' e 3' dos pré-rRNAs são podadas nas 
etapas subsequentes do processamento (Fig. 31.78) pela ação 
das RNases D, M16, M23 e M5 para produzir rRNAs madu- 
ros. Essas clivagens finais só ocorrem após os pré-rRNAs se 
tornarem associados a proteínas ribossomais. 


a. RN As ribossomais são meti lados 

Durante a construção do ribossomo, os rRNAs 16S e 23 S 
são metilados em um total de 24 nucleosídeos específicos. As 
reações de metilação, que empregam S-adenosilmelionina 
(Seção 26.3Ea) como um doador de metila, produzem N 6 , 
A^-dimetiladenina e resíduos O 2 -metilribose. Grupos O 2 - 
metila podem proteger pontes fosfodiéster adjacentes da de- 
gradação por RNases intracelulares (o mecanismo da hidró- 
lise por RNase envolve a utilização de um grupo 2'-OH livre 
da ribose para eliminar o subsütuinte no grupo 3'-fosforil por 
meio da formação de um fosfato 2', 3 '-cíclico intermediário; 
Figs. 5.3 e 15.3). Entretanto, a função da metilação de bases 
é desconhecida. 

b. O processamento de rRNA eucariótico é guiado por 
snoRNAs 

O genoma eucariótico possui tipicamente diversas centenas 
de cópias repetidas em tandem de genes de rRNA que são 
contidas em pequenos corpos nucleares tingidos de preto co- 
nhecidos como nudéolos (o sítio de transcrição e de proces- 
samento do rRNA, e da montagem das subunidades ribos- 
somais; Fig. 1.5; note que nucléolos não são envolvidos por 
membrana). O transcrito primário do rRNA é um RNA 45S 
de —7.500 nucleotídeos que contém, a partir de sua extremi- 
dade 5', os rRNAs 18S, 5,8S e 28S separados por sequências 
espaçadoras (Fig. 31.80). No primeiro estágio de seu proces- 
samento, o RNA 45S é especificamente metilado em nume- 
rosos sítios (106 em humanos) que ocorrem principalmente 
nas suas sequências de rRNA. Aproximadamente 80% des- 
sas modificações produzem resíduos O 2 -metilribose e o res- 
tante forma bases metiladas, tais como N 6 , A^-dimetiladenina 
e 2-metilguanina. Em adição, muitos Us de pré-rRNAs (95 
em humanos) são convertidos a pseudo-uridinas ("'Ps) (Seção 
30.5Be), que podem contribuir para a estabilidade do rRNA 
terciário por meio de ligações de hidrogênio envolvendo o 
anel do grupo NH recém- adquirido. A subsequente clivagem 
e poda do RNA 45 S assemelha-se superficialmente a dos 
rRNAs procarióticos. De fato, enzimas que exibem ativida- 
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FIGURA 31.78 O processamento pós-transcricional do rRNA de E. coli . O mapa transcricional é mostrado aproximadamente 
em escala. As setas marcadas indicam as posições dos vários cortes nucleolíticos e as nucleases que os geram. (Segundo Apiron, D., 
Ghora, B.K., Plantz, G., Misra, T.K., e Gegenheimer, P., in Sõll, D., Abelson, J.N., e Schimmel P.R. (Eds.), Transfer RNA: Biologi- 
cal Aspects, p. 148, Cold Spring Harbor Labor atory Press [1980].) 
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FIGURA 31. 79 A estrutura secundária em tronco e laço 
gigante na região 23S do transcrito primário do rRNA de E. 
coli. Os sítios de clivagem da RNase III estão indicados. (Se- 
gundo Young, R.R., Bram, R.J., e Steitz, J.A., in Sõll, D., Abel- 
son, J.N., and Schimmel, P.R., (Eds.), Transfer RNA: Biological 
Aspects,p. 102, Cold Spring Harbor Laboratory Press [1980].) 


des semelhantes às da RNase III e RNase P ocorrem em eu- 
cariotos. O rRNA eucariótico 5S é processado separadamen- 
te de uma maneira semelhante à do tRNA (Seção 31. 4C). 

Os sítios de metilação em rRNAs eucarióticos ocorrem 
exclusivamente dentro de domínios conservados que são por 
essa razão aptos a participar em processos ribossomais fun- 
damentais. De fato, os sítios de metilação geralmente ocor- 
rem em sequências invariáveis entre leveduras e vertebrados 
ainda que a metilação não seja sempre conservada. Esses sí- 
tios de metilação não parecem ter uma estrutura consenso 
que possa ser reconhecida por uma única metütransferase. 
Como, então, esses sítios de metilação são reconhecidos? 

Um importante indício de como os sítios de metilação no 
rRNA são selecionados veio da observação de que o pré-rR- 
NA interage com os membros de uma grande família de peque- 
nos RNAs nucleolares (snoRNAs, de small nucleolar RNAs; 
'■“100 em leveduras e —200 em mamíferos). Os snoRNAs, 
cujos tamanhos variam de 70 a 100 nt, contêm segmentos de 10 
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FIGURA 31.80 A organização do transcrito primário do 
rRNA 45S eucariótico. 


a 21 nt que são precisamente complementares a segmentos dos 
rRNAs maduros que contêm os sítios de 02'-metilação. Essas 
sequências snoRNAs são localizadas entre os motivos de se- 
quências conservadas conhecidos como box C (RUGAUGA) 
e box D (CUGA), que estão, respectivamente, localizados nos 
lados 5' e 3' dos segmentos complementares. Em organismos 
ricos em íntrons como os vertebrados, a maioria dos snoRNAs 
é codificada por íntrons de genes estruturais, assim que nem 
todos os íntrons excisados são descartados. 

O nucleotídeo do snoRNA que pareia com o nucleotí- 
deo a ser 02 '-me tilado sempre precede oÍjojcD por exata- 
mente 5 nt. Evidentemente, cada um desses assim chamados 
snoRNAs box C/D agem para guiar a metilação de um único 
sítio. De fato, nos casos em que dois resíduos de riboses adja- 
centes são metilados, dois snoRNAs box C/D com sequências 
sobrepostas ocorrem. A metilação é mediada por um com- 
plexo de pelo menos quatro proteínas nucleolares, incluindo 
a fibrilarina (—325 resíduos; assim chamada por que está lo- 
calizada na região fibrilar densa do nucléolo), a provável me- 
tiltransferase, que em conjunto com o snoRNA box C/D for- 
mam as snoRNPs. A conversão de Us específicos do rRNA 
em 'Fs é similarmente mediada por um subgrupo diferente de 
snoRNAs, os snoRNAs box H/AC A, assim chamados porque 
eles contêm a sequência motivo ACANNN na extremidade 3 ' 
do snoRNA e o box H { ANANNA) em sua extremidade 5', 
de forma a flanquear uma sequência que pareia parcialmente 
ao segmento do pré-rRNA contendo U para ser convertido 
em 'h. Archaea também modificam seus rRNAs por meio de 
metilações guiadas por RNA e conversões de U em ^ mas, de 

A — oh 3' 

C 


c 



Anticódon 


FIGURA 31.81 Um diagrama esquemático da estrutura secun- 
dária em trevo do tRNA. Cada ponto indica um par de bases 
no tronco ligado por ligações de hidrogênio. A posição do trio 
do anticódon e o CCA 3 '-terminal estão indicados. 
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forma interessante, as reações análogas em eubactérias são 
mediadas por enzimas proteicas que carecem de RNA. 

C. Processamento do RNA de transferência 

tRNAs, como discutido na Seção 32.2A, consistem em —80 
nucleotídeos que assumem a estrutura secundária com qua- 
tro troncos de bases pareadas conhecida como estrutura em 
trevo (Fig. 31.81). Todos tRNAs têm uma grande fração de 
bases modificadas (cuj as estruturas e funções são discutidas 
na Seção 32.2Aa) e cada uma tem uma sequência 3 '-terminal 
— CCA, na qual o aminoácido correspondente é anexado no 
tRNA carregado com aminoácido. O anticódon (que é com- 
plementar ao códon especificando o aminoácido correspon- 
dente do tRNA) ocorre em uma volta da estrutura em trevo 
oposta ao tronco contendo os nucleotídeos terminais. 

O cromossomo de E. coli contém —60 genes de tRNA. 
Alguns desses são componentes dos óperons de rRNA 
(Seção 31 .4B); e outros estão distribuídos, muitas vezes em 


grupos, por todo o cromossomo. Os transcritos primários de 
tRNA, que contêm de uma a tantas quanto quatro ou cinco 
cópias idênticas de tRNA, possuem nucleotídeos extra nas 
extremidades 3' e 5' de cada sequência de tRNA. A excisão 
e a poda dessas sequências do tRNA assemelham-se àquela 
dos rRNAs de E. coli (Seção 31. 4B) já que ambos processos 
empregam algumas das mesmas nucleases. 

a. A RNase P é uma ribozima 

A RNase P, que gera as extremidades 5' dos tRNAs (Fig. 
31.78), é uma enzima particularmente interessante porque 
ela possui, em E. coli, um RNA componente de 377 nucleo- 
tídeos (—125 kDa vs. 14 kDa de sua subunidade proteica de 
119 resíduos) que é essencial para sua atividade enzimática. 
Foi inicialmente proposto, compreensivelmente, que o RNA 
da enzima tivesse a função de reconhecer o RNA substrato 
por pareamento de bases e para, desse modo, guiar a subu- 
nidade proteica, que se deduziu ser a nuclease efetiva, para 
o sítio de clivagem. Porém, Sidney Altman demonstrou que 
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FIGURA 31.82 Estrutura do componente de RNA da RNase P de T. marítima, (a) Sua sequência e estrutura secundária. Os 
vários segmentos (P para região pareada, J para região de junção e L para região em alça) estão mostrados em cores diferentes. As 
linhas pretas indicam interações maiores que são observadas na estrutura por raios X, traços indicam pares Watson-Crick e peque- 
nos círculos preenchidos representam pares não Watson-Crick. (b) Sua estrutura por raios X, a qual está colorida como na Parte 
a. De seus 338 nucleotídeos, 309 são visíveis. A vista de baixo está relacionada à vista de cima por uma rotação de 90° sobre o eixo 
horizontal. (Cortesia de Alfonso Mondragón, Northwestern University, EUA, PDBid 2A2F.) 
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o RNA componente da RNase P é, na verdade , a subunidade 
catalítica da enzima por mostrar que o RNA da RNase P livre 
de proteínas catalisa a clivagem do RNA substrato em altas 
concentrações de sal. A proteína da RNase P, que é básica, 
evidentemente funciona em concentrações fisiológicas de sal 
para reduzir eletrostaticamente a repulsão entre a ribozima 
polianiônica e os RNAs substrato. O argumento que vestígios 
da proteína da RNase P eram os verdadeiros responsáveis 
pela reação da RNase P foi descartado pela demonstração de 
atividade catalítica do RNA da RNase P transcrito em siste- 
ma acelular. A atividade da RNase P ocorre em eucariotos 
(núcleo, mitocôndria e cloroplastos) assim como em procario- 
tos, e embora as RNase Ps do núcleo eucariótico possuam 9 
ou 10 subunidades proteicas, nenhuma delas está relacionada 
à proteína bacteriana. De fato, a RNase P faz a mediação de 
uma de duas atividades ribozimais que ocorrem em toda vida 
celular, a outra sendo associada a ribossomos (Seção 32.3Dg). 

As estruturas por raios X dos componentes de RNA da 
RNAse P de Thermotoga marítima (338 nt) e Bacillus stea- 


rothermophilus (417 nt), que foram independentemente de- 
terminadas por Alfonso Mondragón e Norman Pace, revela 
que essa ribozimas consistem principalmente em troncos 
em hélice empilhados com uma estrutura geral compacta 
típica de enzimas proteicas (Fig. 3 1 .82) . Estudos bioquími- 
cos e de modelagem indicam que o sítio ativo da RNases 
está em uma fenda entre a região P2/P3 (azul ciânico na Fig. 
31.82) e a região P1/P4/P5 (azul-escuro na Fig. 31.82). Esta 
porção da estrutura compreendendo PI a P4, P9 a Pll, Jll- 
12 e J12-11 está presente em todas as RNase Ps e, por isso, 
é conhecida como a estrutura mínima consenso universal. 
Essa estrutura estava presumivelmente presente na RNase 
P primordial. 

b. Muitos pré-tRNAs eucarióticos contêm íntrons 

Genomas eucarióticos contêm de diversas centenas a diver- 
sos milhares de genes de tRNA. Muitos transcritos primários 
de tRNA eucariótico, por exemplo, aquele do tRNA Tyr de 
levedura (Fig. 31.83), contêm um pequeno íntron adjacente 
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ÍIGURÂ 31.83 Processamento pós-transcridonal do tRNA J de levedura. Uma sequência de 14 nucleotídeos interveniente 
( vermelho ) e uma sequência 5 '-terminal de 19 nucleotídeos (verde) são exdsadas do transcrito primário, um CCA (azul) é anexado 
à extremidade 3', e diversas bases são modificadas (seus símbolos são definidos na Fig. 32.13) para formar o tRNA maduro. O anti- 
códon está sombreado. (Segundo DeRobertis, E.M., e Olsen, M.V., Nature 278, 142 [1989].) 
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aos seus anticódons, assim como nucleotídeos extra em suas 
extremidades 5' e 3'. Note que é improvável que esse íntron 
rompa a estrutura em trevo do tRNA. 

c. As extremidades -CCA dos tRNAs eucarióticos são 
anexadas pós-transcricionalmente 

Os transcritos de tRNAs eucarióticos carecem da sequên- 
cia obrigatória —CCA em sua extremidade 3'. Esta é ane- 


xada aos tRNAs imaturos pela enzima polimerase adicio- 
nadora de CCA, que adiciona sequencialmente dois Cs e 
um A ao tRNA usando CTP e ATP como substratos. Essa 
enzima também ocorre em procariotos, apesar de, ao me- 
nos em E. coli, todos os genes de tRNA codificarem um 
—CCA final. A polimerase adicionadora de CCA de E. 
coli é, por essa razão, apta para função de reparar tRNAs 
degradados. 


RESUMO DO CAPÍTULO 


1 0 Papeí do RN A na Síntese de Proteínas O dogma central 
da biologia molecular afirma que “o DNA faz o RNA que faz a 
proteína” (apesar de o RNA também poder “fazer” o DNA). Há, 
porém, enorme variação entre a taxa na qual as várias proteínas são 
produzidas. Certas enzimas, tais como aquelas do óperon lac, são 
sintetizadas somente quando substâncias, cujo metabolismo elas 
catalisam, estão presentes. O óperon lac consiste em sequências- 
-controle lacP e lac O seguidas por genes arranjados um após o outro 
para p-galactosidase ( lacZ ), galactosídeo-permease (lacY) e tioga- 
lactosídeo transacetilase (lac A). Na ausência do indutor, fisiologi- 
camente alolactose, o repressor lac , produto do gene lacl, liga-se ao 
operador ( lacO ) de forma a evitar a transcrição do óperon lac pela 
RN AP. A ligação do indutor motiva o repressor a liberar o ope- 
rador, que permite aos genes estruturais lac serem transcritos em 
um único mRNA policistrônico. Os mRNAs são transitoriamente 
associados a ribossomos para assim conduzi-los a sintetizar seus po- 
lipeptídeos codificados. 

2 RNA-Poíimerase As holoenzimas bacterianas RNA polime- 
rases (RNAPs) possuem a estrutura de subunidades apfFwcr. Elas 
iniciam a transcrição sobre a fita antissenso (molde) de um gene em 
uma posição designada pelo seu promotor. Em E. coli a região mais 
conservada do promotor é centralizada na posição -10 e tem a se- 
quência consenso TATAAT. A região —35 também é conservada 
em promotores eficientes. Estudos de DMS footprinting indica m 
que a holoenzima RN AP forma um complexo de iniciação aberto 
com o promotor, no qual as fitas molde e não molde do DNA estão 
separadas para formar uma bolha de transcrição de —14 nt. RNAPs 
têm a forma de uma garra de caranguejo. No complexo de alonga- 
mento, a fita-molde na bolha de transcrição passa por dentro de um 
túnel no cerne proteico ao sítio ativo onde ela pareia com os ribo- 
nucleotídeos que se aproximam. O produto RNA sai da enzima por 
meio do canal entre as subunidades p e 3 ' • No complexo fechado da 
holoenzima RNAP bacteriana, a subunidade a, a qual se estende ao 
longo do “topo” da holoenzima, faz todos os contatos sequência- 
-específicos com o promotor. Após a iniciação da síntese de RNA, a 
subunidade cr dissocia-se do núcleo da enzima, que, então, catalisa o 
alongamento da cadeia autonomamente na direção 5' — > 3'. A sín- 
tese do RNA é terminada por um segmento do transcrito que forma 
um grampo rico em G + C com uma cauda oligo(U) que se dissocia 
espontaneamente do DNA. Os sítios de terminação que carecem 
dessa sequência requerem a assistência do fator Rho para termina- 
ção da própria cadeia. 

No núcleo de células eucarióticas, RNAPs I, II e III, respecti- 
vamente, sintetizam precursores de rRNA, precursores de mRNA 
e tRNAs + 5S RNA. A estrutura da RNAP II de levedura asseme- 
lha-se à de RNAPs bacterianas, mas é um pouco maior e tem mais 
subunidades. A estrutura de seu complexo de transcrição revela um 
segmento de uma volta de hélice híbrida RNA ■ DNA no sítio ati- 
vo, que está em contato com o solvente por meio de um poro que 
leva para dentro de um funil pelo qual, presumivelmente, passam os 
NTPs. As RNAPs podem hidroliticamante corrigir seus erros com 
a ajuda de TFIIS em eucariotos e GreA e GreB em bactérias. O 
promotor mínimo da RNAP I estende-se entre os nucleotídeos —31 
e +6. Muitos promotores da RNAP II contêm a sequência conserva- 


da TATAAAA, o TATA box, localizada em torno da posição -27. 
Reforçadores são ativadores transcricionais que podem ter posições 
e orientações variáveis em relação ao sítio de início da transcrição. 
Os promotores da RNAP III estão localizados dentro das regiões 
transcritas do seu gene, entre as posições +40 e +80. 

3 Controle da Transcrição em Procariotos Procariotos podem 
responder rapidamente a mudanças ambientais, em parte porque a 
tradução dos mRNAs começa durante sua transcrição e porque a 
maioria dos mRNAs é degradada dentro de 1 a 3 minutos da sua 
síntese. A expressão de conjuntos específicos de genes é controlada, 
na maioria das bactérias e em alguns bacteriófagos, por fatores ct. O 
repressor lac é uma proteína tetramérica de subunidades idênticas 
que, na ausência do indutor, liga-se inespecificamente ao DNA dú- 
plex, mas liga-se muito mais firmemente ao promotor lac. A sequên- 
cia promotora que o repressor lac protege da digestão de nucleases 
tem simetria quase palindrômica. Contudo, estudos de proteção por 
metilação e mutacionais indicam que o repressor não é ligado sime- 
tricamente ao promotor. O repressor lac impede a RNA polimerase 
de iniciar a transcrição corretamente no promotor lac. 

A presença da glicose reprime a transcrição de óperons que 
especificam certas enzimas catabólicas pela mediação de AMPc. 
Com a ligação a AMPc, que se acumula somente na ausência da 
glicose, a proteína ativadora de gene catabólito (CAP) liga-se ao ou 
imediatamente a montante do promotor desse óperon, incluindo o 
óperon lac, ativando, assim, sua transcrição pela ligação ao domínio 
C-terminal da subunidade a da RNAP associada (otCTD). Cada um 
dos domínios de simetria equivalente DNA-ligantes do CAP se liga 
à cavidade maior de seu DNA-alvo por meio de um motivo HTH 
que também ocorre em numerosos repressores procarióticos. A 
ligação entre esses repressores e seus DNAs-alvo é mediada pela 
associação mutuamente favorável entre essas macromoléculas e não 
por qualquer interação específica entre pares de bases particulares 
e o lado da cadeia de aminoácidos análoga ao pareamento de bases 
Watson-Crick. Interações sequência-específicas entre o repressor 
met e seu DNA-alvo ocorrem por meio de uma fita p antiparalela de 
simetria dupla que essa proteína insere na cavidade maior do DNA. 
A transcrição de araBAD é controlada pelos níveis de L-arabinose 
e CAP- AMPc por meio de um complexo singular da proteína con- 
trole AraC com dois sítios de ligação, ara0 2 e aral n que formam 
um laço de DNA inibidor. Com a ligação da L-arabinose e quando 
CAP- AMPc é ligado adjacentemente, AraC libera ara0 2 e, em seu 
lugar, se liga aral 2 , liberando assim o laço e ativando a RNAP para 
transcrever o óperon araBAD. A expressão do óperon lac é também 
em parte controlada pela formação de laços de DNA. O repressor 
lac é um dímero de homodímeros, um dos quais se liga ao operador 
lacOj e o outro ao lacü 2 ou lac0 3 para formar um laço de DNA que 
pode interferir com a ligação da RNAP ao promotor lac. A ligação 
de um indutor como o IPTG a um domínio do núcleo do dímero do 
repressor lac altera o ângulo entre seus dois domínios DNA-ligantes 
unidos de tal forma que eles não podem se ligar simultaneamente ao 
operador lac, enfraquecendo, assim, a ligação do repressor ao DNA. 

A expressão do óperon trp de E. coli é regulada tanto por ate- 
nuação como por repressão. Com a ligação do triptofano, seu corre- 
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pressor, o repressor de trp liga-se ao operador trp, bloqueando assim 
a transcrição do óperon trp. Quando o triptofano está disponível, 
grande parte dos transcritos de trp que escaparam da repressão é 
terminada prematuramente na sequência trpL, porque seu trans- 
crito contém um segmento que forma um terminador intrínseco 
normal. Quando o triptofanil-tRNA hp está escasso, os ribossomos 
paralisam nos dois códons Trp em tandem do transcrito. Isso permi- 
te ao RNA recentemente sintetizado formar um tronco de bases pa- 
readas e um laço, que impede a formação da estrutura terminadora. 
Diversos outros óperons são similarmente regulados por atenuação. 
Riboswitch.es são componentes do mRNA que regulam a expressão 
gênica ligando-se especificamente a metabólitos. A resposta estrin- 
gente é um mecanismo adicional pelo qual E. coli combina a taxa de 
transcrição com a disponibilidade de tRNAs carregados. Quando 
um tRNA carregado específico é escasso, o fator estringente em ri- 
bossomos ativos sintetiza ppGpp, que inibe a transcrição de rRNA e 
alguns mRNAs, enquanto estimula a transcrição de outros mRNAs. 

4 Processamento Pós-Transcricional A maioria dos transcritos 
de mRNAs de procariotos não requer qualquer processamento adi- 
cional. Entretanto, mRNAs eucarióticos têm um cap 5' adiciona- 
do enzimaticamente e, em muitos casos, uma cauda poli( A) gerada 
enzimaticamente. Além disso, os íntrons dos transcritos primários 
de mRNAs eucarióticos (hnRNAs) são precisamente excisados 
por meio de intermediários em laço e seus éxons flanqueadores 
são emendados. Os íntrons do grupo I e II realizam auto-splicing, 
isto é, seus RNAs funcionam como ribozimas (enzimas de RNA). 
Ribozimas, como o pré-RNA de Tetrahymena e ribozimas cabeça 
de martelo, têm estruturas complexas contendo diversos troncos de 
bases pareadas. Pré-mRNAs sofrem splicing por partículas grandes 
e complexas nomeadas spliceossomos que consistem em quatro di- 
ferentes pequenas ribonucleoproteínas nucleares (snRNPs) e que 
são assistidas pela participação de uma variedade de fatores de spli- 
cing proteicos. Muitas proteínas eucarióticas consistem em módulos 
que também ocorrem em outras proteínas e, por isso, parecem ter 
evoluído por meio da compilação gradual de éxons por eventos de 
recombinação. O splicing alternativo do pré-mRNA aumenta mui- 


to a variedade de proteínas expressadas por genomas eucarióticos. 
Certos mRNAs são sujeitos à edição do RNA, tanto pela substitui- 
ção, inserção ou deleção de bases específicas em um processo que 
é conduzido por gRNAs, como pela edição substitucional mediada 
por citidina-desaminases ou adenosina-desaminases. 

Na interferência por RNA (RNAi), dsRNA é clivado pela 
endorribonuclease Dicer em pequenos RNAs de interferência 
(siRNAs) que guiam a clivagem hidrolítica dos mRNAs complemen- 
tares pelo componente Argonauta do complexo de silenciamento in- 
duzido por RNA (RISC), impedindo, assim, a transcrição do mRNA. 
MicroRNAs (miRNAs) são gerados pela excisão de estruturas em 
hastes-alça imperfeitamente pareadas dos pri-miRNAs pela ação de 
Drosha e Dicer. A fita de RNA-guia dos miRNAs liga-se a RISC e 
o direciona a sequências parcialmente complementares nas regiões 
3' não traduzidas (3'UTRs) de seus mRN As-alvo, desta forma ini- 
bindo a expressão dos mRNAs e fornecendo um mecanismo prin- 
cipal, ainda que só recentemente reconhecido, para a regulação da 
expressão gênica. mRNAs eucarióticos maduros são seletivamente e 
ativamente transportados do núcleo para o citosol por intermédio do 
complexo do poro nuclear. A degradação de mRNAs, a qual é elabo- 
radamente controlada, é mediada em parte por exossomos. 

O transcrito primário de rRNAs de E. coli contêm todos os 
três rRNAs junto com alguns tRNAs. Estes são excisados e podados 
por endonucleases e exonucleases específicas. Os rRNAs eucarióti- 
cos 18S, 5,8S e 28S são similarmente transcritos como um precursor 
de 45S, que é processado de uma maneira semelhante aos rRNAs 
de E. coli . Os rRNAs eucarióticos são modificados pela metilação 
de nucleosídeos específicos, como o são rRNAs procarióticos, e 
pela conversão de certos Us em pseudouridinas ('Ps). Esses proces- 
sos são guiados por pequenos RNAs nucleolares (snoRNAs). Os 
tRNAs procarióticos são excisados de seus transcritos primários e 
podados de uma forma muito parecida com a dos rRNAs. Na RN ase 
P, uma das enzimas que faz a mediação desse processo, a subunida- 
de catalítica é um RNA. Transcritos de tRNA eucarióticos também 
requerem a excisão de íntrons curtos e a adição enzimática de um 
— CCA 3 '-terminal para formar o tRNA maduro. 
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Capítulo 31 

Novos avanços no RNA. Explore sites sobre RNA. 
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PROBLEMAS 


1. Indique o fenótipo dos seguintes diploides parciais de lac de E. 
coli em termos de enzimas induzíveis e ativas sintetizadas. 

a. I~P + 0 + Z + Y~ i tP~0 + Z + Y + 

b. I~P'O c Z + Y~ lf P + ü + Z Y + 

c. I P + O c Z + Y + l Í P'0 + Z^T 

d. tP~0 + Z + Y + / rP + O c Z~Y~ 

2. Mutantes super-rep rim idos, / , codificam repressores lac que 
se ligam ao operador, mas não respondem à presença do indutor. 
Indique o fenótipo dos seguintes genótipos em termos de indução e 
produção de enzimas, 

a. I s O + Z + b. I S &Z + c. Z^/fO* Z + 


3. Por que E. coli lac Z falha em apresentar atividade de galac- 
tosídeo-permease após a adição de lactose na ausência de glicose? 
Por que os mutantes lac Y carecem de atividade da fS-galactosidase 
nas mesmas condições? 

4. Qual é a vantagem experimental de usar IPTG em vez de 
1,6-alolactose como um indutor do óperon lac ? 

5. Descreva o provável defeito genético que anula a sensibilidade 
do óperon lac à ausência de glicose quando outros óperons metabó- 
licos continuam a ser sensíveis à ausência da glicose, 

6. Indique a região —10, a região —35 e o nucleotídeo de inicia- 
ção sobre a fita senso do promotor tRNA • de E. coli mostrado 
abaixo. 

5 CA ACGT AACACTTTACAGCGGCGCGTCATTTGATATG 
ATGCGCCCCGCTTCCCGATA 3 

3 GTTGC ATTGTGA A ATGTCGCCGCGC AGTA A ACTAT AC 
TACGCGGGGCGAAGGGCTAT 5 


7. Por que E. coli que são diploides para resistência à rifamicina e 
sensibilidade à rifamicina ( rif / rij) são sensíveis à rifamicina? 


8. Por que a eficiência do promotor tende a diminuir com o nú- 
mero de pares G • C pareados na região -10 de um gene procarió- 
tico? 


9. Um ribossomo eucariótico contém 4 diferentes moléculas de 
rRNA e —82 proteínas diferentes. Por que uma célula contém muito 
mais cópias de genes para rRNA do que genes para proteínas ribos- 
somais? 

10 . Qual é a probabilidade de que a sequência de DNA de 4.026 
nucleotídeos codificadora da sub unidade (3 da RN AP de E. coli seja 
transcrita com a sequência correta de bases? Faça o cálculo para 
probabilidade de 0,0001, 0,001 e 0,01 para que cada base seja incor- 
retamente transcrita. 


11 . Se um reforçador é colocado em um plasmídeo e seu promotor 
correspondente é colocado em um segundo plasmídeo que é conca- 
tenado (ligado) ao primeiro, a iniciação é quase tão eficiente quan- 
to quando o reforçador e o promotor estão no mesmo plasmídeo. 
Porém, a iniciação não ocorre quando dois plasmídeos estão desuni- 
dos. Explique. 

12 . Qual é a probabilidade de a simetria do operador lac ser mera- 
mente acidental? 

13 . Por que a inibição da DNA-girase em E. coli inibe a expressão 
dos óperons sensíveis a catabólitos? 

14 . Descreva a transcrição do óperon trp na ausência de ribosso- 
mos ativos e de triptofano. 

15 . Por que a transcrição eucariótica não pode ser regulada por 
atenuação? 

16 . Preveja o efeito da deleção da sequência do peptídeo líder na 
regulação do óperon trp. 

17 . Charles Yanofsky e seus associados sintetizaram um RNA de 
15 nucleotídeos que é complementar ao segmento 1 do mRNA trpL 
(mas somente parcialmente complementar ao segmento 3) . Qual é 
seu efeito sobre a transcrição in vitro do óperon trpl Qual é seu efei- 
to se o gene trpL conter uma mutação no segmento 2 que desestabi- 
lize o tronco 2 * 3 e a torção? 

18 . Por que os mutantes relA~ são defectivos na transcrição in 
vivo dos óperons his e trpl 

19. Por que transcritos primários de rRNA não são observados em 
E. coli do tipo selvagem? 

20 . Por que ribozimas cabeça de martelo não podem catalisar a 
clivagem de DNA de fita simples? 

21 . Explique por que o sítio ativo da polimerase poli(A) é muito 
mais estreito que que o das polimerases de DNA e RNA. 

22 . Você esperaria que a remoção de íntrons catalisada por splice- 
ossomos seja reversível em um sistema altamente purificado in vitro 
e in ví vo? Explique. 

23 . íntrons em genes eucarió ticos codifi cantes de proteínas podem 
ser bastante grandes, mas quase nenhum é menor que em torno de 
65 pb. Qual é a razão para este tamanho mínimo de íntrons? 

24 . Infecções por certos vírus inibem o processamento de snRNA 
em células eucarióticas. Explique por que isto favorece a expressão 
de genes virais na célula do hospedeiro. 

25 . Explique por que RNAi seria um mecanismo menos eficiente 
para a regulação da expressão de genes específicos se Dicer hidroli- 
sasse RNA fita dupla a cada 11 pb em vez de a cada 22 pb. 
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Tradução 


1 0 código genético 

A. Mutagênese química 

B. Códons são trincas 

C. Decifrando o código genético 

D. A Natureza do código genético 

2 RN A de transferência e sua aminoacilação 

A. Estruturas primária e secundária do tRNA 

B. Estrutura terciária do tRNA 

C. Aminoacil-tRNA-sintases 

D. Interações cõdon-anticódon 

E. Supressão sem sentido 

3 Ribossomos e a síntese de poiipeptídeos 

A. Estrutura do ribossomo 

B. Síntese de poiipeptídeos: Uma visão gerai 

C. Iniciação da cadeia 

D. Alongamento da cadeia 

E. Precisão da tradução 

F. Terminação da cadeia 

G. Inibidores da síntese proteica: Antibióticos 

4 Controle da tradução em eucariotos 

A. Regulação de elF2 

B. Regulação de elF4E 

C. Ocultamento do mRNA e poliadenilação citopiasmática 

D. Oligonucleotídeos antissenso 

5 Modificação pós-traduclonaí 

A. Clivagem proteolítica 

B. Modificação covalente 

C. Splicing de proteínas: Inteínas e exteínas 

6 Degradação de proteínas 

A. Especificidade da degradação 

B. Mecanismos de degradação 


Neste capítulo, será estudada a tradução, a biossíntese de 
poiipeptídeos comandada pelo mRNA (RN A mensageiro). 
Embora a formação de uma ligação peptídica seja uma rea- 
ção química relativamente simples, a complexidade do pro- 
cesso de tradução, que envolve a participação coordenada de 
mais de 100 macromoléculas, é determinada pela necessida- 
de de ligar 20 resíduos diferentes de aminoácidos de forma 
precisa, na ordem especificada por um determinado mRNA. 
Observe que esse processo foi antecipado na Seção 5.4B. 

Inicialmente, discute-se o código genético, a correspon- 
dência entre as sequências de ácidos nucleicos e as sequências 
polipeptídicas. A seguir, serão examinadas as estruturas e 
propriedades dos tRNAs (RNAs de transferência), as enti- 
dades transportadoras dos aminoácidos que fazem o inter- 


médio do processo de tradução. Em seguida, serão conside- 
radas a estrutura e as funções dos ribossomos, as máquinas 
moleculares complexas que catalisam a formação das ligações 
peptídicas entre os aminoácidos especificados pelo mRNA. 
A formação da ligação peptídica, entretanto, não cria neces- 
sariamente uma proteína funcional; muitos poiipeptídeos de- 
vem, primeiramente, ser modificados após a tradução, como 
discutido na seção subsequente. Finalmente, será estudado 
como as células degradam as proteínas, um processo que deve 
estar em equilíbrio com a síntese proteica. 

1 O CÓDIGO GENÉTICO 

Como o DNA codifica a informação genética? De acordo 
com a hipótese de um gene-um polipeptídeo, a mensagem 
genética dita as sequências de aminoácidos das proteínas. 
Como a sequência de bases do DNA é o único elemento 
variável nesse polímero que, de outra forma, é monótono 
e repetitivo, a sequência de aminoácidos de uma proteína 
deve, de alguma maneira, ser especificada pela sequência de 
bases do segmento de DNA correspondente. 

Potencialmente, uma sequência de bases poderia 
especificar uma sequência de aminoácidos de muitas 
maneiras. Com apenas 4 bases para codificar os 20 
aminoácidos, um grupo de várias bases, denominado códon, 
é necessário para especificar um único aminoácido. Um códi- 
go de trincas, ou seja, um com 3 bases por códon, é o mínimo 
necessário, uma vez que existem 4 J = 64 diferentes trincas 
de bases, enquanto podem existir apenas 4 2 = 16 duplas di- 
ferentes, as quais são insuficientes para especificar todos os 
aminoácidos. Em um código de trincas, 44 códons poderiam 
não codificar aminoácido algum. Porém, muitos aminoácidos 
poderiam ser especificados por mais de um códon. Tal tipo 
de código, em uma terminologia emprestada dos matemáti- 
cos, é chamado de degenerado. 

Outro mistério foi como o aparato de síntese proteica 
agrupa a sequência de bases contínua do DNA em códons? Por 
exemplo, o código poderia ser sobreposto; ou seja, na sequência 

ABCDEFGHIJ ■ 

ABC poderia codificar um aminoácido, BCD um segundo, 
CDE um terceiro, e assim por diante. De forma alternativa, o 
código poderia não ser sobreposto, de maneira que ABC espe- 
cificasse um aminoácido, DEF um segundo, GHI um terceiro, 
e assim por diante. O código poderia, também, conter “pon- 
tuações” internas, como no código de trincas não sobrepostas 

ABC, DEF, GHI,- - 
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Br 


O— H' 


V 




N- • -H— 
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N- 







5-Bromouracila (5BU) 5BU 

(tautômero cetônico) (tautômero enolólico) Guanina 


(a) Transições, nas quais uma purina (ou uma pirimidi- 
na) é substituída por outra. 

(b) Transversões, nas quais uma purina é substituída por 
uma pirimidina ou vice-versa. 

2. Mutações por inserção/deleção, nas quais um ou mais 
pares de nucleotídeos são inseridos ou deletados do DNA. 

Uma mutação em qualquer uma dessas três categorias pode 
ser revertida por uma mutação subsequente da mesma cate- 
goria, mas não de outra. 


FIGURA 32.1 5-Bromouracila. A sua forma cetônica (à 
esquerda ) é o tautômero mais comum. Entretanto, ele frequen- 
temente assume a forma enólica (à direita), que realiza um pa- 
reamento de bases com guanina. 

no qual as vírgulas representariam determinadas bases ou 
sequências de bases. Uma questão relacionada é como o 
código genético especifica o início e o final de uma cadeia 
polipeptídica? 

O código genético é } na verdade, um código de trincas, 
sem sobreposição, sem vírgulas e degenerado. Como isso foi 
determinado e como o dicionário do código genético foi elu- 
cidado são os assuntos desta seção. 

A. Mutagênese química 

O caráter triplo do código genético, como será visto a seguir, 
foi estabelecido pela utilização de compostos químicos muta- 
gênicos, substâncias que induzem mutações quimicamente. 
Por isso, o estudo do código genético será precedido por uma 
discussão sobre essas substâncias. Existem duas classes prin- 
cipais de mutações: 

1. Mutações pontuais, nas quais um par de bases (pb) subs- 
titui outro. Essas mutações pontuais são subclassif içadas como 


a. Mutações pontuais são geradas por bases alteradas 
Mutações pontuais podem resultar do tratamento de um orga- 
nismo com análogos de bases ou com substâncias que alteram 
as bases quimicamente. Por exemplo, 5-bromouracila (5BU), 
um análogo de base, assemelha-se de forma estérica à timina 
(5-metiluracila), mas, devido à influência de seu átomo de Br 
eletronegativo, ele, com frequência, assume uma forma tau- 
tomérica que faz um pareamento de bases com guanina, ao 
invés de com adenina (Fig. 32.1). Consequentemente, quando 
5BU é incorporado no DNA no lugar de timina, o que nor- 
malmente acontece, ele ocasionalmente induz uma transição 
A * T — » G • C nos ciclos de replicação do DNA subsequentes. 
Ocasionalmente, 5BU também é incorporado no DNA no lu- 
gar de citosina, o que gera uma transição G • C — > A . • T. 

2-aminopurina (2AP), um análogo de adenina, normal- 
mente realiza um pareamento de bases com timina (Fig. 
32.2a), mas, ocasionalmente, forma um pareamento de bases 
distorcido, por uma única ligação de hidrogênio, com citosina 
(Fig. 32.26). Assim, 2AP gera transições A * T — > G • C. 

Em soluções aquosas, o ácido nitroso (HN0 2 ) desamina, 
de forma oxidativa, aminas primárias aromáticas, de forma a 
converter citosina em uracila (Fig. 32.3 a) e adenina na base 
similar à guanina chamada de hipoxantina (que forma duas 
das três ligações de hidrogênio da guanina com a citosina; 



2-Aminopurina (2AP) Timina 


Citosina 


Uracila 


Adenina 



2AP Citosina 

FIGURA 32.2 Os pareamentos de bases do análogo de adeni- 
na, 2-aminopurina. Ele normalmente realiza um pareamento 
de bases com timina ( a ), mas, ocasionalmente, também o faz 
com citosina (6). 


(b) H 

\ 



Adenina 


H 

/ 



FIGURA 32.3 A desaminação oxidativa pelo ácido nitroso. 

(a) Citosina é convertida em uracila, que realiza o pareamento 
de bases com adenina. (6) Adenina é convertida em hipoxanti- 
na, um derivado de guanina (ela não possui o grupo 2-amino da 
guanina) que realiza o pareamento de bases com citosina. 


1340 Do na! d Voet / Judith G. Voet 



Citosina Âdenina 

HGIIRA 32.4 A reação com hidroxilamina converte citosina 
em um derivado que realiza o pareamento de bases com adenina. 



Fig. 32. 3b). Portanto, o tratamento do DNA com o ácido ni- 
troso ou com compostos como nitrosaminas, 




\ 

N-N=0 

/ 


Nitrosaminas 


que reagem para formar o ácido nitroso, resulta tanto em 
transições A • T — > G • C, como em transições G * C— » A • T. 
Hidroxilamina (NH 2 OH) também induz transições G • C — > 
A * T por reagir especificamente com a citosina para conver- 
tê-la a um composto que realiza pareamento de base com a 
adenina (Fig. 32.4). 

Nítrito, a base conjugada do ácido nitroso, foi por um 
longo tempo utilizado como um preservativo de carnes pre- 
paradas, tais como salsichas alemãs. Entretanto, a observação 
de que muitos agentes mutagênicos também são carcinogêni- 
cos (Seção 30.5Fa) sugere que o consumo de carnes contendo 
nitrito é perigoso para os seres humanos. Apesar disso, defen- 
sores da preservação de carnes com nitrito argumentam que 
a interrupção do uso iria resultar em muito mais fatalidades. 
Isso aconteceria porque a falta desse tratamento aumenta- 
ria enormemente a incidência de botulismo, uma forma fre- 
quentemente fatal de envenenamento alimentar causada pela 
ingestão de proteínas neurotóxicas secretadas pela bactéria 
anaeróbia Clostridium botulinum (Seção 12.4D). 

A utilização de agentes alquilantes, como dimetil-sulfa- 
to, mostarda nitrogenada e etilnitrosourcia 
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Mostarda nitrogenada Etilnitrosoureia 


frequentemente gera transversões. A alquilação da posição 
N7 de um nucleotídeo de purina promove a sua subsequente 
depurinação. A lacuna resultante na sequência é preenchida 
por um sistema de reparo sujeito a erro (Seção 30. 5D). As 
transversões surgem quando a purina perdida é substituída 
por uma pirimidina. O reparo do DNA que foi danificado 
pela radiação UV também pode gerar transversões. 


b. Mutações por inserção/deleção são geradas por agentes 
intercalantes 

Mutações por inserção/deleção (também chamadas indels) 
podem surgir do tratamento do DNA com agentes intercalan- 
tes, como laranja de acridina (Seção 6.6Ca) ou proflavina. 



n NH 2 

H 

Proflavina 

A distância entre dois pares de bases consecutivos é duplicada 
pela intercalação de uma molécula desse tipo entre eles. A re- 
plicação de um segmento de DNA distorcido como esse oca- 
sionalmente resulta na inserção ou deleção de um ou mais nu 
cleotídeos no polinucleotídeo recém-sintetizado. (Inserções e 
deleções de segmentos extensos de DNA surgem, em geral, a 
partir de eventos de crossing-over aberrantes; Seção 34.2De.) 

B. Códons são trincas 

Em 1961, Francis Crick e Sydney Brenner, por investigações 
genéticas sobre as características das mutações induzidas por 
proflavina, previamente desconhecidas, determinaram a ca- 
racterística tripla do código genético. No bacteriófago T4, 
uma determinada mutação induzida por proflavina, designa- 
da FCO, mapeia no cístron rlIB (Seção 1.4Eb). A multiplica- 
ção desse fago mutante em um hospedeiro permissivo (E. coli 
B) resultou no aparecimento espontâneo e ocasional de fa- 
gos fenotipicamente de tipo selvagem, como foi demonstrado 
pela capacidade de se multiplicarem em um hospedeiro res- 
tritivo (E. coli K12 [X]; lembre-se que mutantes rlIB formam 
placas de lise grandes, características em E. coli B, mas são 
incapazes de Usar E. coli K12[A]; Seção 1.4Eb). Porém, esses 
fagos duplamente mutados não são genotipicamente de tipo 
selvagem; a infecção simultânea de um hospedeiro permissivo 
por um deles e por um fago realmente de tipo selvagem dá 
origem a uma progénie recombinante que possui a mutação 
FCO ou uma nova mutação designada FC1. Portanto, o fago 
fenotipicamente de tipo selvagem é um duplo mutante que, 
na verdade, contém ambas as mutações, FCO e FCÍ . Esses 
dois genes são, portanto, supressores um do outro; ou seja, eles 
cancelam as propriedades mutantes um do outro. Além disso, 
como ambos mapeiam no cístron rlIB, eles são supressores 
intragênicos mútuos (supressores no mesmo gene). 

O tratamento de FCl de uma maneira idêntica à des- 
crita para FCO forneceu resultados semelhantes: o apare- 
cimento de um novo mutante, FCl, que é um supressor in- 
tragênico de FCl. Procedendo por essa maneira repetitiva, 
Crick e Brenner colecionaram uma série de mutantes rlIB 
diferentes, FC3, FC4, FC5, etc., na qual cada mutante FC(n) 
é um supressor intragênico de seu predecessor, FC (n - 1). 
Estudos de recombinação mostraram, além disso, que mu- 
tações com números ímpares são supressoras intragênicas 
de mutações com números pares, mas que nem pares de 
mutações com números ímpares diferentes nem pares de 
mutações com números pares diferentes suprimem uma à 
outra. Entretanto, recombinantes contendo três mutações 
com números ímpares ou três mutações com números pares 
são todos fenotipicamente de tipo selvagem. 

Crick e Brenner levaram em consideração essas observa- 
ções devido ao seguinte conj unto de hipóteses: 

1. A mutação induzida por proflavina FCO pode ser tanto 
uma inserção como uma deleção de um par de nucleotídeos do 
cístron rlIB. Caso ela seja uma deleção, então FCl será uma 
inserção, FCl será uma deleção e assim por diante, e vice-versa. 
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2. O código é lido de uma maneira sequencial, iniciando a 
partir de um ponto fixo no gene. A inserção ou deleção de um 
nucleotídeo altera a fase (agrupamento; na qual os nucleotí- 
deos seguintes são lidos como códons (inserções ou deleções 
de nucleotídeos são, portanto, também conhecidas como mu- 
tações que alteram a fase de leitura, d eframeshift mutations ). 
Portanto, o código não possui pontuações internas que indi- 
cam a fase de leitura; ou sej a, o código é livre de vírgulas. 

3 . O código é um código em trincas. 

4 . Todas ou quase todas as 64 trincas de códons codificam 
um aminoácido; ou seja, o código é degenerado. 

Esses princípios são ilustrados pela seguinte analogia. 
Considere uma frase (gene) na qual cada uma das palavras 
(códons) é composta por três letras (bases). 

ALI VEM MEU PAI COM MEU TIO 

(Aqui, os espaços separando as palavras não possuem signi- 
ficado físico; eles estão presentes apenas para indicar a fase 
de leitura.) A deleção da quarta letra, que altera a fase de 
leitura, muda a frase para 

ALI EMM EUP AIC OMM EUT IO 

de forma que todas as palavras após a deleção pontual 
são incompreensíveis (especificam aminoácidos errados). 
Entretanto, uma inserção de qualquer letra, por exemplo um 
X, na nona posição, 

ALI EMM EUX PAI COM MEU TIO 

restaura a fase de leitura original. Consequentemente, ape- 
nas as palavras entre as duas trocas (mutações) são alteradas. 
Como nesse exemplo, uma frase como essa ainda poderia ser 
compreensível (o gene ainda poderia especificar uma pro- 
teína funcional), especialmente se as trocas fossem próximas 
uma da outra. Duas deleções ou duas inserções, não impor- 
tando o quão próximas ocorressem, não suprimiriam uma a 
outra, mas mudariam a fase de leitura. Entretanto, três in- 
serções, como X, Y e Z na quinta, oitava e décima segunda 
posições, respectivamente, iriam alterar a frase para 

ALI VXE MYM EUZ PAI COM MEU TIO 

o que, após a terceira inserção, restauraria a fase de leitura 
original. O mesmo seria verdadeiro para três deleções. Como 
antes, caso as três alterações fossem próximas umas das ou- 
tras, a frase ainda poderia conservar muito do seu significado. 

Crick e Brenner não demonstraram claramente que o 
código genético é um código em trincas, porque eles não ti- 
nham provas de que as suas inserções e deleções envolviam 
apenas nucleotídeos únicos. Estritamente falando, eles mos- 
traram que um códon consiste em 3r nucleotídeos, em que 
ré o número de nucleotídeos em uma inserção ou deleção. 
Embora tenha sido em geral assumido naquela época que r 
= 1, a prova para essa afirmação teve que aguardar a elucida- 
ção do código genético (Seção 32.1C). 

C. Decifrando o código genético 

O código genético poderia, em princípio, ser determina- 
do pela simples comparação da sequência de bases de um 
mRNA com a sequência de aminoácidos do polipeptídeo 
que ele especifica. Na década de 1960, entretanto, as técnicas 


para o isolamento e sequenciamento de mRNAs não haviam 
ainda sido estabelecidas. A elucidação do dicionário do códi- 
go genético, portanto, provou ser uma tarefa difícil. 

a. O códon UUU especifica Phe 

O maior progresso na decifração do código genético 
ocorreu em 1961, quando Marshall Nirenberg e Heinrich 
Matthaei estabeleceram que UUU era o códon que espe- 
cificava Phe. Eles fizeram isso demonstrando que a adição 
de poli(U) em um sistema de síntese proteica livre de célu- 
las estimulava somente a síntese de poli(Phe). O sistema de 
síntese proteica livre de células era preparado pelo rompi- 
mento de células de E. coli em condições brandas, agitan- 
do-as na presença de alumina (trióxido de dialumínio) em 
pó. O produto da lise era centrifugado para remoção das 
paredes e membranas celulares, resultando em um extrato 
que continha DNA, mRNA, ribossomos, enzimas e outros 
constituintes celulares necessários para a síntese proteica. 
Quando suprido com ATP, GTP e aminoácidos, o sistema 
sintetizava pequenas quantidades de proteínas. Isso foi 
demonstrado pela incubação do sistema com aminoácidos 
marcados com 14 C, seguida pela precipitação de suas pro- 
teínas pela adição de ácido tricloroacético. O precipitado 
demonstrou ser radioativo. 

Um sistema de síntese proteica livre de células produz, 
obviamente, proteínas especificadas pelo DNA da célula. 
Assim, quando DNase é adicionada, a síntese proteica para 
dentro de poucos minutos, pois o sistema não é mais capaz 
de sintetizar mRNA e o mRNA originalmente presente é ra- 
pidamente degradado. Nirenberg descobriu que frações con- 
tendo mRNA total de outros organismos eram altamente ati- 
vas na estimulação da síntese proteica em um sistema tratado 
com DNase. Esse sistema de síntese proteica é igualmente 
responsivo a mRNAs sintéticos. 

Os mRNAs sintéticos que Nirenberg utilizou nos experi- 
mentos subsequentes foram sintetizados pela enzima polinu- 
cleotídeo-fosforilase de Azotobacter vinelandii. Essa enzima, 
que foi descoberta por Severo Ochoa e Marianne Grunberg- 
Manago, reúne nucleotídeos na reação 

(RNA)„ + NDP (RNA)„+ , + P,, 

Ao contrário da RNA-polimerase, porém, a polinucleotídeo- 
-fosforilase não utiliza um molde. Ao invés disso, ela une 
aleatoriamente os NDPs disponíveis, de forma que a compo- 
sição de bases do produto de RNA reflete a composição da 
mistura de NDPs reagentes. 

Nirenberg e Matthaei demonstraram que poli(U) esti- 
mula a síntese de poli(Phe) pela incubação de poli(U) com 
uma mistura de 1 aminoácido radioativo e 19 aminoácidos 
não marcados em um sistema de síntese proteica tratado 
com DNase. Doses significativas de radioatividade apare- 
ceram no precipitado proteico apenas quando fenilalanina 
era marcada. UUU deve, portanto, ser o códon que especifica 
Phe. Em um experimento semelhante, utilizando poli(A) e 
poli(C), foi verificado que poli(Lys) e poli(Pro), respectiva- 
mente, foram sintetizados. Assim, AAA especifica Lys e CCC 
especifica Pro. (Poli[G] não pode funcionar como um mRNA 
sintético porque, mesmo sob condições desnaturantes, ele se 
agrega para formar uma hélice de quatro fitas [Seção 30.4DJ. 
Um mRNA deve estar na forma de fita simples para direcio- 
nar a sua tradução; Seção 32.2D.) 
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TABELA 32.1 Incorporações de aminoácidos estimuladas 

por um copolímero aleatório de U e G na 
razão molar de 0,76 : 0,24 

Quantidade 
relativa de 

Probabilidade Incidência aminoácidos 


Códon 

de ocorrência 

relativa* 

Aminoácido 

incorporados 

UUU 

0,44 

100 

Phe 

100 

UUG 

0,14 

32 

Leu 

36 

UGU 

0,14 

32 

Cys 

35 

GUU 

0,14 

32 

Vai 

37 

UGG 

0,04 

9 

Trp 

14 

GUG 

0,04 

9 



GGU 

0,04 

9 

Gly 

12 

GGG 

0,01 

2 




* A incidência relativa é definida aqui como 100 X a probabilidade de ocor- 
rêncía/0,44, 

Fonte: Matthaei, J. H., Jones, O. W., Martin, R.G., e Nirenberg, M., Proc. 
NatL Acad. Sei. 48, 666 (1962). 


Nirenberg e Ochoa, de forma independente, utilizaram 
Gopolímeros de ribonucleotídeos para avançarem na eluci- 
dação do código genético. Por exemplo, em um poli(UG), 
composto de 76% de U e 24% de G, a probabilidade de 
uma determinada trinca ser UUU é 0,76 X 0,76 X 0,76 = 
0,44. Da mesma forma, a probabilidade de uma determinada 
trinca ser constituída por 2 Us e 1 G, ou seja, UUG, UGU 
ou GUU, é 0,76 X 0,76 X 0,24 = 0,14. A utilização desse 
poli(UG) como um mRNA, portanto, revela a composição 
de bases, mas não as sequências dos códons especificando os 
vários aminoácidos (Tabela 32.1). Por meio da utilização de 
copolímeros contendo duas, três e quatro bases, foi deduzida 
a composição de bases dos códons especificando cada um dos 
20 aminoácidos. Além disso, esses experimentos demonstra- 
ram que o código genético é degenerado, uma vez que, por 
exemplo, poli(UA), poli(UC) e poli(UG) determinam, todos, 
a incorporação de Leu em um polipeptídeo. 

b. 0 código genético foi elucidado por meio de 

experimentos de ligação em trincas e da utilização de 
polirrlbonucleotídeos com sequências conhecidas 

Na ausência de GTP, que é necessário para a síntese pro- 
teica, trinucleotídeos, mas não dinucleotídeos, são quase 
tão eficientes quanto mRNAs na promoção da ligação de 
tRNAs específicos aos ribossomos. Esse fenômeno, desco- 
berto por Nirenberg e Philip Leder em 1964, permitiu que 
vários códons fossem identificados por um simples experi- 
mento de ligação. Ribossomos, juntamente com os tRNAs 
ligados a eles, são retidos por um filtro de nitrocelulose, 
mas tRNAs livres não o são. O tRNA ligado era identifi- 
cado pela utilização de misturas de tRNAs carregados, nas 
quais apenas um dos resíduos de aminoácidos transportados 
estava radiativamente marcado. Por exemplo, foi verificado 
que, conforme o esperado, UUU estimula apenas a ligação 
de tRNA-Phe ao ribossomo. Da mesma forma, UUG, UGU 
e GUU estimulam a ligação dos tRNAs de Leu, Cys e Vai, 
respectivamente. Portanto, UUG, UGU e GUU devem ser 


os códons que especificam Leu, Cys e Vai, respectivamente. 
Dessa maneira, foram identificados os aminoácidos especi- 
ficados por cerca de 50 códons. Para os códons restantes, o 
ensaio de ligação ou foi negativo (sem ligação de tRNA) ou 
foi ambíguo. 

O dicionário do código genético foi completado e os re- 
sultados anteriores foram confirmados pela síntese, feita por 
H. Gobind Khorana, de polirribonucleotídeos com sequên- 
cias repetitivas específicas (Seção 7. 6 A). Em um sistema de 
síntese proteica livre de células, UCUCUCUC-- •, por exem- 
plo, é lido como 

UCU CUC UCU CUC UCU C- • ■ 

de modo que ele especifica uma cadeia polipeptídica de dois 
resíduos de aminoácidos alternados. De fato, foi observado 
que esse mRNA estimulava a produção de 

Ser — Leu — Ser — Leu — Ser — Leu 

o que indica que UCU ou CUC especifica Ser, enquanto o 
outro códon especifica Leu. Essa informação, juntamente 
com os dados de ligação de tRNAs, permitiu a conclusão de 
que UCU codifica Ser e CUC codifica Leu. Esses dados tam- 
bém provaram que os códons são compostos por um número 
ímpar de nucleotídeos, descartando, dessa forma, qualquer 
suspeita remanescente de que os códons consistiriam não em 
três, mas em seis nucleotídeos. 

Sequências alternadas de três nucleotídeos, como 
poli(UAC), especificam três homopoíipeptídeos diferentes, 
porque os ribossomos podem iniciar a síntese do polipeptí- 
deo a partir desse mRNA sintético em qualquer uma das três 
fases de leitura possíveis (Fig. 32.5). Análises dos polipep- 
tídeos especificados por diversas sequências alternadas de 
dois e três nucleotídeos confirmaram a identidade de muitos 
códons e preencheram as posições do código genético que 
ainda estavam faltando. 

c. Os mRNAs são lidos na direção 5’ -» 3' 

A utilização de tetranucleotídeos repetitivos indicou a dire- 
ção de leitura do código e identificou os códons de Parada da 



FIGURA 32.5 As três potenciais fases de leitura de um 
mRNA. Cada fase de leitura originaria um polipeptídeo 
diferente. 
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cadeia. Poli(UAUC) especifica, como esperado, um polipep- 
tídeo com a repetição tetrapeptídica: 

5' 3’ 

UAU CUA UCU AUC UAU CUA 

Tyr — Leu — Ser — Ile — Tyr — Leu — 

A sequência de aminoácidos desse polipeptídeo indica que a 
extremidade 5' do mRNA corresponde à porção N-terminal 
do polipeptídeo; ou seja, o mRNA é lido na direção 5'-» 3'. 

d. UAG, UAA e UGA são côdons de parada 

Em contraste com os resultados anteriores, poli(AUAG) 
gera apenas dipeptídeos e tripeptídeos. Isso acontece por- 
que UAG é um sinal para que o ribossomo termine a síntese 
proteica: 

AU A GAU AGA UAG AUA GAU 
Ile — Asp — Arg Parada Ile — Asp — — 

Da mesma forma, poli (GUA A) também gera dipeptídios e 
tripeptídios, porque UAA é também um sinal de terminação 
da cadeia: 

GUA AGU A AG UAA GUA AGU ••• 

Vai — Ser — Lys Parada Vai — Ser — *■• 

UGA é um terceiro sinal de parada. Esses códons de Parada, 
cuja existência foi inieialmente inferida a partir de experi- 
mentos genéticos, são conhecidos, de uma forma bastante 
inapropriada, como códons sem sentido, porque eles são 
os únicos códons que não especificam aminoácidos. UAG, 
UAA e UGA são, algumas vezes, chamados de códons 
âmbar , ocre e opala. (Eles foram assim denominados como 
resultado de uma piada de laboratório: a palavra alemã para 
âmbar é Bernstein, o nome de alguém que ajudou a desco- 
brir as mutações âmbar [mutações que alteram alguns outros 
códons para UGA]; ocre e opala são trocadilhos de âmbar.) 

e. AUG e GUG são códons de Iniciação da cadeia 

Os códons AUG e, com menor frequência, GUG formam 
parte da sequência de iniciação da cadeia (Seção 32.3Ca). 
Entretanto, eles também especificam os resíduos de ami- 
noácidos Met e Vai, respectivamente, em posições internas 
das cadeias polipeptídicas. (A descoberta de Nirenberg e 
Matthaei de que UUU especificava Phe apenas foi possível 
porque os ribossomos iniciaram a síntese do polipeptídeo 
a partir de um mRNA de forma indiscriminada, quando a 
concentração de Mg 2 h nos seus experimentos foi elevada, de 
forma acidental, para níveis não fisiológicos.) 

D. A natureza do código genético 

O dicionário do código genético, elucidado pelos métodos 
anteriores, é mostrado na Tabela 32.2 e também na Tabela 
5.3. Um exame da tabela indica que o código genético possui 
várias características marcantes: 

1. O código é altamente degenerado. Três aminoácidos, 
Arg, Leu e Ser, são, cada um deles, especificados por seis 
códons e a maioria dos aminoácidos restantes é especificada 
por quatro, três ou dois códons. Apenas Met e Trp, os dois 


TABELA 32.2 O código genético-“padrão” n 


Primeira 
posição 
(terminal 5') 


Segunda posição 


Terceira 
posição 
(terminal 3') 


U 

C 

A 

G 


U 

UUU 

Phe 

UCU 

UAU „ 
Tyr 

uou Cys 

U 

UUC 

ucc 

Ser 

UCA 

UAC 

UGC 

C 


UUA 

Leu 

UAA Parada 

UGA Parada 

A 


UUG 

UCG 

UAG Parada 

UGG Trp 

G 


CUU 

ccu 

CAU 

His 

CGU 

U 

c 

CUC 

Leu 

ccc 

Pro 

CAC 

CGC 

Arg 

c 


CUA 

CCA 

CAA 

Gin 

CGA 

A 


CUG 

CCG 

CAG 

CGG 

G 


AUU 

ACU 

AAU 

Asn 

AGU 

Ser 

U 

A 

AUC Ile 

ACC 

Thr 

AAC 

AGC 

c 


AUA 

ACA 

AAA 

Lys 

AGA 

Arg 

A 


AUG Met** 

ACG 

AAG J 

AGG 6 

G 


GUU 

GCU 

GAU 

Asp 
GAC P 

GGU 

U 

G 

GUC 

Vai 

GCC 

Ala 

GGC 

Gly 

c 


GUA 

GCA 

GAA 

Glu 

GGA J 

A 


GUG 

GCG 

GAG 

GGG 

G 


* Resíduos de aminoãcidos apoiares estão em marrom -ciar o, resíduos básicos 
estão em azul, resíduos acídicos estão em vermelho e resíduos apoiares não 
carregados estão em púrpura* 

** AUG forma parte do sinal de iniciação e também codifica resíduos de Met 
internos* 

aminoácidos menos frequentes nas proteínas (Tabela 4.1), 
são representados por um único códon. Códons que especifi- 
cam o mesmo aminoácido são denominados sinônimos. 

2. A disposição da tabela de códons não é aleatória . A maio- 
ria dos códons sinônimos ocupa o mesmo quadro na Tabela 
32.2; ou seja, eles diferem apenas no seu terceiro nucleotí- 
deo. As únicas exceções são Arg, Leu e Ser, que, por possu- 
írem seis códons cada um, devem ocupar mais de um qua- 
dro. XYU e XYC sempre especificam o mesmo aminoácido; 
XYA e XYG também fazem isso para todos os casos, com 
exceção de dois. Além disso, trocas na primeira posição do 
códon tendem a especificar aminoãcidos similares (se não o 
mesmo), enquanto códons com pirimidinas na segunda po- 
sição codificam principalmente aminoácidos hidrofóbicos 
(marrom na T abela 32.2) e aqueles com purinas na segunda 
posição codificam principalmente aminoácidos polares (azul, 
vermelho e púrpura na Tabela 32.2). Aparentemente o có- 
digo evoluiu de forma a minimizar os efeitos deletérios das 
mutações. 

Muitas das mutações que promovem substituições de 
aminoácidos em uma proteína podem ser classificadas, 
de acordo com o código genético, como mutações pontu- 
ais únicas. Como consequência da degeneração do código 
genético, porém, muitas mutações pontuais na terceira 
posição do códon são fenotipicamente silenciosas; ou seja, o 
códon mutado especifica o mesmo aminoácido que o de tipo 
selvagem. A degeneração pode ser responsável por até 33% 
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da variação de 25 a 75% no conteúdo de G + C que ocorre 
entre os DNAs de organismos diferentes (Seção 5.1 Ba). A 
ocorrência frequente de Arg, Ala, Gly e Pro também tende a 
determinar um elevado conteúdo de G + C, enquanto Asn, 
Ile, Lys, Met, Phe e Tyr contribuem para um baixo conteúdo 
de G + C. 

a. Alguns segmentos de DNA de fagos contêm genes 
sobrepostos em fases de leitura diferentes 
Uma vez que qualquer sequência nucleotídica pode ter 
três fases de leitura, é possível, pelo menos em princípio, 
que um polinucleotídeo codifique dois ou até mesmo três 
polipeptídeos diferentes. Contudo, essa ideia nunca foi seria- 
mente considerada, porque parecia que as restrições mesmo 
sobre dois genes sobrepostos em diferentes fases de leitura 
seriam grandes demais para que eles evoluíssem de modo que 
cada um deles pudesse especificar proteínas funcionais. Foi, 
portanto, uma grande surpresa quando, em 1976, Frederick 
Sanger relatou que o DNA de 5.386 nucleotídeos do bacteri- 
ófago 4>X174 (que, naquela época, era o DNA mais longo se- 
quenciado) continha dois genes que estavam completamente 
contidos dentro de genes maiores, com fases de leituras di- 
ferentes (Fig. 32.6). Além disso, o final dos genes D e E so- 
brepostos contém a sequência controladora para a iniciação 
ribossômiea do gene J, de modo que esse pequeno segmento 
de DNA exerce três funções. Bactérias também apresentam 
essa economia de codificação; a sequência de iniciação 
ribossômiea de um gene em um mRNA policistrônico com 
frequência se sobrepõe à extremidade do gene precedente. 
Apesar disso, genes completamente sobrepostos nunca 


FIGURA 32.6 O mapa genético do bacteriéfago <J>X174, como 
determinado pela análise da sequência de DNA. Os genes es- 
tão marcados como A, B, C, etc. Note que o gene B está total- 
mente localizado dentro do gene A e o gene E está totalmente 
localizado dentro do gene D. Esses pares de genes são lidos em 
fases de leitura diferentes e, portanto, especificam proteínas 
não relacionadas. As regiões não marcadas correspondem a se- 
quências controladoras não traduzidas. 


foram encontrados em pequenos fagos de DNA de fita 
simples, os quais, presumivelmente, devem maximizar a 
utilização do pouco DNA que eles podem empacotar no 
interior de seus capsídeos. 

b. O código genético-“padrão” está amplamente distribuído, 
mas não é universal 

Durante muitos anos acreditou-se que o código genético- 
-“padrão” (aquele apresentado na Tabela 32.2) fosse univer- 
sal. Essa afirmação foi, em parte, baseada nas observações de 
que um tipo de organismo (p. ex., E. coli ) podia traduzir com 
precisão os genes de organismos bastante diferentes (p. ex., 
seres humanos). Esse fenômeno é, de fato, a base da enge- 
nharia genética. Uma vez que o código genético-“padrão” foi 
estabelecido, presumivelmente, durante o período da evolu- 
ção pré-biótica (Seção 1.5B), qualquer mutação que alteras- 
se a maneira na qual o código é traduzido resultaria em nu- 
merosas e frequentemente deletérias trocas nas sequências 
das proteínas. Indubitavelmente, há uma forte seleção contra 
tais mutações. 

Apesar do precedente, estudos de sequenciamento de 
DNA revelaram, em 1981, que os códigos genéticos de de- 
terminadas mitocôndrias (nútocôndrias contêm seus próprios 
genes e sistemas de síntese proteica, mas produzem apenas 
algumas poucas proteínas mitocondriais; Seção 12.4E) são 
variações do código genético-“padrão” ( Tabela 32.3). Por 
exemplo, em mitocôndrias de mamíferos, AUA, além do 
AUG-padrão, é um códon de Me t/iniciação; UGA especi- 
fica Trp, em vez de “Parada”; e AGA e AGG são códons 
de “Parada”, em vez de codificarem Arg. Note que todos os 
códigos genéticos mitocondriais, exceto aqueles de vegetais, 
simplificaram o código- “padrão” pelo aumento de sua de- 
generação. Por exemplo, no código mitocondrial de mamí- 
feros, cada aminoácido é especificado por pelo menos dois 
códons que diferem apenas em seus terceiros nucleotídeos. 
Aparentemente, as restrições que evitam alterações do có- 
digo genético são aliviadas pelos tamanhos reduzidos dos 
genomas mitocondriais. Estudos mais recentes, entretanto, 
revelaram que, em protozoários ciliados, os códons UAA e 
UAG especificam Gin, em vez de “Parada”. Talvez UAA 
e UAG fossem códons suficientemente raros em um ciliado 


TABELA 32.3 Variações mitocondriais do código 

genético-“padrão” 


Mitocôndria 

UGA 

AUA 

CUN* 

AG g a 

CGG 

Mamíferos 

Trp 

Met** 


Parada 


Levedura do pão 

Trp 

Met** 

Thr 



Neurospora crassa 

Trp 





Drosophila 

Trp 

Met** 


Ser*** 


Protozoários 

Trp 





Vegetais 





Trp 

Código-“padrão” 

Parada 

Ile 

Leu 

Arg 

Arg 


*N representa qualquer um dos quatro nucleotídeos* 

** Também atua como parte de um sinal de iniciação. 

*** AGA apenas; nâo ocorrem códons AGG no DNA mitocondrial de 
Drosophila. 

Fonte : Princípalmente Breitenberger, CA,, and RajBhandary, U*L. ? Trends 
Biochem * ScL 10, 481 (1985). 
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primordial (que divergiu muito cedo da linha evolutiva eu- 
cariótica, conforme indicam estudos filogenéticos molecula- 
res) para permitirem a troca do código sem efeitos deletérios 
inaceitáveis. De qualquer modo, o código genético- “padrão”, 
embora utilizado deforma muito ampla, não é universal. De 
fato, como será visto na Seção 32.2De, sob o próprio contex- 
to do mRNA, determinados códons podem especificar ami- 
noácidos “não comuns”. 


2 RNA TRANSPORTADOR E SUA AMINOACILAÇÃO 

O estabelecimento da função genética do DNA levou 
à constatação de que as células de alguma forma “tradu- 
zem” a linguagem da sequência de bases para a linguagem 
de polipeptídeos. Porém, os ácidos nucleicos pareciam 
originalmente incapazes de unirem-se a aminoácidos 
específicos (mais recentemente, foram gerados aptâmeros 
de RNA para aminoácidos específicos; aptâmeros são 
ácidos nucleicos que foram selecionados pela capacidade 
de interagirem com ligantes específicos [Seção 7.6C]). 
Em 1955, Crick, no que ficou conhecido como a hipótese 
do adaptador, postulou que a tradução ocorria pela inter- 
mediação de uma molécula “adaptadora”. Foi postulado 
que cada adaptador carregaria um aminoácido específico 
enzimaticamente associado a ele e reconheceria o códon 
correspondente (Fig. 32.7). Crick sugeriu que esses adap- 
tadores continham RNA, porque o reconhecimento do có- 
don poderia, então, ocorrer por pareamento de bases com- 
plementares. Na mesma época, Paul Zamecnik e Mahlon 
Hoagland descobriram que, no decorrer da síntese protei- 
ca, aminoácidos marcados com L4 C ficavam transitoriamen- 
te ligados a uma fração de RNA de baixo peso molecular. 
Investigações mais avançadas indicaram que esses RNAs, 
os quais foram primeiramente chamados de “RNAs solú- 
veis” ou “sRNAs”, mas que são agora conhecidos como 
RNAs transportadores (tRNAs), são, de fato, as supostas 
moléculas adaptadoras de Crick. 

A. Estruturas primária e secundária do tRNA 

Ver Exploração guiada 26: A estrutura do tRNA Em 1965, 
após um esforço de 7 anos, Robert Holley relatou a pri- 
meira sequência de bases conhecida de um ácido nucleico 
biologicamente significante, aquela do tRNA da alanina 
(tRNA Ala ; Fig. 32.8) de levedura. Para chegar a isso, Holley 
teve que superar vários obstáculos importantes: 

1. Todos os organismos contêm muitas espécies de tRNAs 
(normalmente, pelo menos uma para cada um dos 20 ami- 
noácidos), que, devido às suas propriedades praticamente 
idênticas (ver a seguir), não são facilmente separadas. Foi 
necessário o desenvolvimento de técnicas preparativas para 
a obtenção da quantidade de aproximadamente uma grama 
de tRNÃ Ala puro de levedura que Holley necessitava para a 
determinação de sua sequência. 

2. Holley teve que inventar os métodos que foram inicial- 
mente utilizados para sequenciar RNA (Seção 7.2). 

3. Dez das 76 bases do tRNA Ali de levedura são modifica- 
das (ver a seguir). As suas fórmulas estruturais tiveram de 
ser elucidadas, embora elas nunca estivessem disponíveis em 
quantidades maiores do que miligramas. 


Polípeptídeo 
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FIGURA 32.7 A hipótese do adaptador. Ela postula que o 
código genético é lido por moléculas que reconhecem um de- 
terminado códon e transportam o aminoácido correspondente. 


Desde 1965, as técnicas para purificação e sequencia- 
mento de tRNA foram bastante melhoradas. Um tRNA 
pode, agora, ser sequenciado em um período de poucos 
horas, com apenas ~ 1 p,g de material. Atualmente, as se- 
quências de bases de muitos milhares de tRNAs de cerca de 
800 organismos são conhecidas, a maioria a partir de suas 
sequências genômicas (elas estão compiladas no Genomic 
tRNA database, http://gtrnadb.ucsc.edu/). Elas variam em 
extensão de 54 a 100 nucleotídeos (18-28 kDa), embora a 
maioria possua ~ 76 nucleotídeos. 

Quase todos os tRNAs conhecidos, como Holley ini- 
cialmente revelou, podem ser esquematicamente arranjados 
em uma estrutura secundária conhecida como folha de trevo 
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FIGURA 32.8 A sequência de bases do tRNA Aia de levedura, 
representada na forma de folha de trevo- Os símbolos para os 
nucleosídeos modificados (cores) estão explicados na Fig. 32.10. 
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(Fig. 32.9). Iniciando da extremidade 5', eles possuem as se- 
guintes características em comum: 

1. Um grupo fosfato 5'-terminal. 

2. Uma haste de 7 pb que inclui o nucleotídeo 5'-terminal e 
que pode conter pareamentos de bases do tipo não Watson- 
-Crick, como G * U. Essa organização é conhecida como has- 
te aceptora ou do aminoácido, porque o resíduo de aminoá- 
cido transportado pelo tRNA está ligado ao seu grupo OH 
3 '-terminal (Seção 32.2C). 

3. Uma haste de 3 ou 4 pb terminando em uma alça que 
frequentemente contém a base modificada di-hidrouridina 
(D; ver a seguir). Essa haste e essa alça são, por isso, coletiva- 
mente denominadas braço D. 

4. Uma haste de 5 pb terminando em uma alça que contém 
o anticódon, a trinca de bases que é complementar ao códon 
que especifica o tRNA. Essas estruturas compõem o chama- 
do braço do anticódon. 

5. Uma haste de 5 pb terminando em uma alça que nor- 
malmente contém a sequência T^C (onde 4f é o símbolo para 
pseudouridina; ver a seguir) . Essas estruturas são chamadas 

de braço T ou T\J*C. 
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FiGURA 32.9 A estrutura secundária de folha de trevo do 
tRNA. Os círculos cheios, conectados por pontos, representam 
pareamentos de bases do tipo Watson-Crick, enquanto os círcu- 
los abertos nas regiões de dupla-hélice indicam bases envolvidas 
em pareamentos de bases do tipo não Watson-Crick. Posições 
invariáveis estão indicadas: R e Y representam purinas e pirimi- 
dinas invariáveis e ^ significa pseudouridina. Os nucleosídeos 
marcados com * (asteriscos) são frequentemente modificados. 
As regiões tracejadas no braço D e nos braços variáveis contêm 
números diferentes de nucleosídeos nos vários tRNAs. 


6. Todos os tRNAs terminam na sequência CCA, com um 
grupo 3'-OH livre. O CCA pode ser especificado genetica- 
mente ou enzimaticamente adicionado ao tRNA imaturo 
(Seção 31.4Cc). 

7. Existem 15 posições invariáveis (sempre possuem as 
mesmas bases) e 8 posições semi-invariáveis (apenas umapu- 
rina ou apenas uma pirimidina), que ocorrem principalmente 
nas regiões das alças. Essas regiões também contêm inva- 
riantes correlacionadas, ou seja, pares de núcleo tídeos que 
não estão nas hastes e que pareiam suas bases em todos os 
tRNAs. A purina no lado 3' do anticódon é invariavelmente 
modificada. A significância estrutural dessas características é 
examinada a seguir. 

O sítio de maior variabilidade entre os tRNAs conheci- 
dos ocorre no chamado braço variável. Ele apresenta de 3 até 
21 nucleotídeos e pode ter uma haste consistindo em até 7 pb. 
A alça D também varia em extensão de 5 a 7 nucleotídeos. 

a. RN As transportadores possuem numerosas bases 
modificadas 

Uma das características mais notáveis dos tRNAs é a gran- 
de proporção, de mais de 25%, de bases modificadas ou 
hipermodificadas após a transcrição. Aproximadamente 80 
dessas bases, encontradas em > 60 posições diferentes nos 
tRNAs, foram caracterizadas. Algumas delas, juntamente 
com suas abreviaturas-padrão, estão indicadas na Fig. 32.10. 
Nucleosídeos hipermodificados, como i 6 A, estão normal- 
mente adjacentes ao nucleotídeo 3' do anticódon, quando ele 
é A ou U. Suas baixas polaridades provavelmente fortalecem 
as associações de pareamento dessas bases com o códon, que, 
de outra forma, seriam relativamente fracas. Dessa maneira, 
a fidelidade da tradução é aumentada. Por outro lado, de- 
terminadas bases me tiladas impedem o pareamento de bases 
e, assim, impedem a formação de estruturas inapropriadas. 
Algumas dessas modificações formam elementos de reco- 
nhecimento importantes para a enzima que irá ligar o amino- 
ácido correto ao tRNA (Seção 32.2C). Entretanto, nenhuma 
delas é essencial para a manutenção da integridade estrutural 
do tRNA (ver a seguir) ou para a sua ligação apropriada ao 
ribossomo. Apesar disso, bactérias mutantes, incapazes de 
formar determinadas bases modificadas, competem em des- 
vantagem com as bactérias normais correspondentes. 

B. Estrutura terciária do tRNA 

Ver Exploração guiada 26: A estrutura do tRNA As investiga- 
ções físico-químicas iniciais do tRNA indicavam que ele pos- 
suía uma conformação bem-definida. Entretanto, a despeito 
dos numerosos estudos hidrodinâmicos, de espectroscopia e 
de ligações químicas cruzadas, a sua estrutura tridimensio- 
nal permaneceu um enigma até 1974. Nesse ano, a estrutura 
cristalográfica do tRNA Phe de levedura, com uma resolução 
de 2,5 A, foi elucidada independentemente por Alexander 
Rich em colaboração com Sung Hou Kim e, em uma forma 
diferente de cristal, por Aaron Klug. A molécula assume 
uma conformação em forma de L, na qual uma perna do Lê 
formada pelas hastes aceptora e T, dobradas em uma dupla- 
-hélice contínua, semelhante à do A- RN A (Seção 29.1 Ba), e 
a outra é composta, de forma semelhante, pelas hastes D e do 
anticódon (Fig. 32.11 ). Cada perna do L tem ~ 60 Á de com- 
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FEGUR/ 32.10 Uma seleção de nucleosídeos modificados que ocorrem em tRNAs, juntamente com as suas abreviaturas-pa- 
drão. Note que, embora inosina seja semelhante quimicamente à guanina, ela é bioquimicamente derivada da adenina. Os nucleo- 
sídeos também podem ser metilados nas posições 2' das suas riboses, para formar resíduos simbolizados, por exemplo, por Cm, Gm 
e Um. 
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FIGURA 32.11 A estrutura do tRNA Phc de levedura, (a) A sequência de bases representada na forma de folha de trevo. 
Interações terciárias de pareamento de bases estão representadas por linhas vermelhas finas conectando as bases participantes. 
Bases que são conservadas ou semiconservadas em todos os tRNAs estão circuladas por linhas sólidas e pontilhadas, 
respectivamente. A extremidade 5' está colorida de verde-escuro, a haste aceptora de amarelo, o braço D de branco, o braço do 
anticódon de verde-claro, o braço variável de cor de laranja, o braço Tt|/C de azul-claro e o terminal 3' de vermelho, (b) A estrutura 
por raios X representada de modo a mostrar como suas hastes de bases pareadas estão arranjadas para formar a molécula em for- 
ma de L.O tRNA está representado na forma de bastão com átomos de C coloridos como na Parte a, N azul e O vermelho. Átomos 
de P adjacentes estão conectados por tubos coloridos como na Parte a. (Com base em uma estrutura por raios X de Sung-Hou Kim. 
PDBíd 6 TRNA.) 4^ Ver Exercícios de animação 19.1 e 19.2 


primento e os sítios do anticódon e de ligação do amino ácido 
estão nas extremidades opostas da molécula, separados por 
aproximadamente 76 Á. A pequena largura do tRNA nativo, 
de 20 a 25 À, é essencial para a sua função biológica: durante 
a síntese proteica, três moléculas de RNA devem se ligar si- 
multaneamente a sítios muito próximos, em códons adj acen- 
tes do mRNA (Seção 32.3Ae). 

a. A estrutura terciária complexa do tRNA é mantida por 
ligações de hidrogênio e interações de empilhamento 
A complexidade estrutural do tRNA Phu de levedura faz lem- 
brar a de uma proteína. Embora apenas 42 de suas 76 bases 
ocorram em hastes helicoidais duplas, 71 delas participam de 
associações de empilhamento (Fig. 32.12). A estrutura tam- 
bém contém 9 interações de pareamento de bases, que esta- 
belecem ligações cruzadas necessárias para a manutenção da 
estrutura terciária (Figs. 32.11a e 32.12). Notavelmente, todas 
essas interações terciárias, à exceção de uma, são associações 
do tipo não Watson-Crick e parecem ser os suportes princi- 
pais da estrutura molecular. Além disso, a maioria das bases 
envolvidas nessas interações ou são invariáveis ou são semi- 
-invariáveis, o que sugere fortemente que todos os tRNAs 
apresentam conformações semelhantes (ver a seguir). A es- 


trutura também é estabilizada por várias ligações de hidrogê- 
nio incomuns, tanto entre as bases e os grupos fosfato, como 
entre as bases e os grupos 2'-OH de resíduos de riboses. 

A estrutura compacta do tRNA pl,c de levedura resulta do 
grande número de associações intramoleculares, que tornam 
a maioria de suas bases inacessível ao solvente. As exceções 
mais notáveis quanto a esse aspecto são as bases do anticó- 
don e aquelas do terminal CCA que se liga ao aminoácido. 
Esses dois agrupamentos devem estar acessíveis, a fim de 
realizar suas funções biológicas. 

A observação de que as estruturas moleculares do 
tRNA plli; de levedura em duas formas cristalográficas diferen- 
tes são essencialmente idênticas confere muita credibilidade 
à suposição de que sua estrutura cristalizada se assemelha 
bastante a sua estrutura em solução. Outros RN As de trans- 
ferência, além do tRNA Phe de levedura, foram, infelizmente, 
notoriamente difíceis de serem cristalizados. Até agora, as 
estruturas por raios X de apenas três outros tRNAs não com- 
plexados foram relatadas (embora as estruturas por raios X de 
vários tRNAs em complexo com as enzimas que fazem a liga- 
ção de seus aminoácidos correspondentes e com os ribossomos 
tenham sido elucidadas; Seções 32.2C e 32.3D). As principais 
diferenças estruturais entre eles resultam de uma aparente fie- 
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xibilidade na alça do anticódon e no terminal CCA, bem como 
de uma mobilidade semelhante à de uma dobradiça entre as 
duas pernas do L, o que confere, por exemplo, um formato se- 
melhante ao de um bumerangue ao tRNA Ásp de levedura. Tais 
observações estão de acordo com a expectativa de que todos 
os tRNAs se encaixam nas mesmas cavidades ribossômicas. 

C. Aminoacil-tRNA-sintases 

ôfts Ver Exploração guiada 27: As estruturas das aminoacil-tRNA-sinta- 
ses e sua interações com tRNAs A tradução necessita de duas eta- 
pas de reconhecimento igualmente importantes: (1) a escolha 
do aminoácido correto para a ligação covalente ao tRNA; e (2) 
a seleção do tRNA carregado com o aminoácido pelo mRNA . 
A primeira dessas etapas, que é catalisada por enzimas amino- 
ácido-específicas conhecidas como ammoacil-tRNA-sintases 
(aaRSs), liga um aminoácido ao resíduo de ribose terminal 3' 
de seu tRNA cognato para formar um amwoacil-tRNA (Fig. 
32.13). Esse processo, que de outra maneira seria desfavo- 
rável, é acionado pela hidrólise de ATP em duas reações se- 
quenciais, que são catalisadas por uma única enzima. 


tRNA 


O 



C — o 
H-C- R 

nh 3 + 


Aminoacil-tRNA 

FIGUR A 32.13 Um aminoacil-tRNA. O resíduo de amino 
ácido é esterificado com o nucleosídeo 3'-terminal do tRNA 
no seu grupo 3'-OH, como mostrado aqui, ou no seu grupo 
2'-OH. 
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1. O amino ácido é inicialmente ativado por sua reação com 
ATP, para formar um aminoacil-adenilato 
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I II 
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nhJ o~ 
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(aminoacil-AMP) 

o que, com todas aaRSs, com exceção de três delas, pode 
ocorrer na ausência do tRNA. De fato, esse intermediário 
pode ser isolado, embora em geral permaneça fortemente 
ligado à enzima. 

2. Esse anidrido combinado reage então com o tRNA para 
formar o aminoacil-tRNA: 

Aminoacil-AMP + tRNA r r aminoacil-tRNA + AMP 

Algumas aaRSs ligam, exclusivamente, um amino ácido ao 
grupo 2'-OH terminal de seus tRNA cognatos, enquanto 
outras fazem isso no grupo 3'-OH. Essa seletividade foi es- 
tabelecida com a utilização de tRNAs quimicamente modifi- 
cados, que não possuíam o grupo 2'-OH ou o grupo 3'-OH de 
seus resíduos de ribose 3'-terminais. A utilização desses deri- 
vados foi necessária porque, em solução, o grupo aminoacila 
rapidamente se equilibra entre as posições 2' e 3'. 

A reação geral de aminoacilação é 

Aminoácido + tRNA + ATP ~ ? 

aminoacil-tRNA + AMP + PP, 

Essas etapas de reação são prontamente reversíveis, porque 
as energias livres das hidrólises das ligações formadas tanto 
no aminoacil-adenilato como no aminoacil-tRNA são com- 
paráveis àquelas da hidrólise do ATP. A reação geral é con- 
duzida à finalização pela hidrólise do PP ; gerado na primeira 
etapa da reação, catalisada pela pirofosfatase inorgânica. 
Portanto, a ativação do aminoácido se assemelha quimica- 
mente à ativação de ácidos graxos (Seção 25.2A); a principal 
diferença entre esses dois processos, ambos elucidados por 
Paul Berg, é que o tRNA é o receptor do grupo acila na ati- 
vação do aminoácido, enquanto, na ativação dos ácidos gra- 
xos, é a CoA que realiza essa função. 

a. Existem duas classes de aminoacll-tRNA-sintases 
A maioria das células possui uma aaRS para cada um dos 20 
aminoácidos. A semelhança das reações catalisadas por essas 
enzimas e a semelhança estrutural de todos os tRNAs suge- 
rem que todas as aaRSs evoluíram a partir de um ancestral 
comum e deveriam, portanto, ser estruturalmente relaciona- 
das. Não é esse o caso. Na realidade, as aaRSs formam um 
grupo diverso de enzimas. Cada uma das mais de 1.000 dessas 
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enzimas que foram caracterizadas possui um de quatro tipos 
diferentes de estrutura de subunidades, a, a 2 (as formas pre- 
dominantes), a 4 e a 2 0 2 , com os tamanhos das subunidades 
conhecidas variando de ~ 300 a ~ 1.200 resíduos. Além dis- 
so, existe uma baixa similaridade de sequência entre sintases 
específicas para aminoácidos diferentes. É bem possível que 
as amino acil-tRNA-sintases tenham surgido muito cedo 
durante a evolução, antes do desenvolvimento do aparato de 
síntese proteica moderno, exceto dos tRNAs. 

Comparações detalhadas das sequências e estruturas 
de aminoacil-tRNA-sintases, realizadas por Dino Moras, 
indicaram que essas enzimas formam duas famílias não 
relacionadas, denominadas aaRSs de Classe I e de Classe 
II, cada uma das quais possui os mesmos dez membros 
em quase todos os organismos (Tabela 32.4). As enzimas 
de Classe I, embora com sequências bastante diferentes, 
compartilham dois segmentos polipeptídicos homólogos, 
não encontrados em outras proteínas que possuem as se- 
quências de consenso His-Ile-GIy-His (HIGH) e Lys- 
Met-Ser-Lys-Ser (KMSKS). As estruturas por raios X 
das enzimas de Classe I indicam que esses dois segmentos 
são componentes de um enovelamento de ligação a 
dinucleotídeo (enovelamento de Rossmann, que também é 
encontrado em muitas proteínas de ligação a ATP e NAD ; 
Seção 8.3Bi), no qual eles participam da ligação a ATP e es- 
tão implicados na catálise. As sintases de Classe II não pos- 
suem as sequências anteriores, mas apresentam três outras 

TABELA 32.4 Características das aminoacil-tRNA-sintases 

bacterianas 

Aminoácido Estrutura quaternária Número de resíduos 
Classe I 


Arg 

a 

577 

Cys 

a 

461 

Gin 

a 

553 

Glu 

CL 

471 

Ile 

CL 

939 

Leu 

CL 

860 

Met 

a, ol 2 

676 

Trp 

«2 

325 

Tyr 

«2 

424 

Vai 

CL 

951 

Classe 11 



Ala 

a , a 4 

875 

Asn 

“2 

467 

Asp 

«2 

590 

Gly 

“202 

303/689 

His 

“2 

424 

Lys 

“2 

505 

Pro 

“2 

572 

Phe 

“202. “ 

327/795 

Ser 

“2 

430 

Thr 

“2 

642 


Fonte: Principalmente, Cárter, C.W. Jr., Annu. Rev. Biochem. 62, 715 
(1993). 
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sequências em comum. Suas estruturas por raios X revelam 
que essas sequências ocorrem em um motivo de assinatura, 
um enovelamento encontrado apenas nas enzimas de Classe 
II e que consiste em uma folha p de 7 fitas antiparalelas, 
com três hélices flanqueadoras, as quais formam o núcleo 
de seus domínios catalíticos. 

Muitas das aaRSs de Classe I necessitam do reconhe- 
cimento do anticódon para aminoacilar seus tRNAs cogna- 
tos. Ao contrário, várias enzimas de Classe III, inclusive a 
AlaRS e a Ser RS, não interagem com seus tRNAs ligados 
aos anticódons. De fato, várias aaRSs de classe II aminoaci- 
lam de forma precisa “micro -hélices” derivadas apenas das 
hastes aceptoras de seus tRNAs cognatos. Outra diferença 
entre as sintases de Classe I e de Classe II é que as enzimas 
de Classe I aminoacilam os grupos 2'-OH do terminal 3' dos 
seus tRNAs ligados, enquanto todas as enzimas de Classe II, 
com exceção da PheRS, carregam o grupo 3'-OH. Os ami- 
noáddos para os quais as sintases de Classe I são específicas 
tendem a ser grandes e mais hidrofóbicos do que aqueles uti- 
lizados pelas sintases de Classe II. Finalmente, como indica- 
do na Tabela 32.4, as aaRSs de Classe I são principalmente 
monômeros, enquanto a maioria das aaRSs de Classe II é de 
homodímeros. 

A LysRS foi classificada como uma aaRS de Classe 
II. Entretanto, uma busca nas sequências genômicas de 
Methanococcus jannaschii e Methanobacíerium thermoauto - 
trophicum não conseguiu revelar a presença dessa enzima. 
Isso levou à descoberta de que as LysRSs expressas por essas 
arqueobactérias são enzimas de Classe I e não de Classe II. 
Isso levantou a questão interessante de como as enzimas 
LysRS de Classe I evoluíram. 

As aaRSs procarióticas ocorrem como moléculas pro- 
teicas individuais. Entretanto, em muitos outros eucariotos 
(p. ex., Drosophila e mamíferos), 9 aaRSs, algumas de cada 
uma das classes, se associam para formar uma partícula 
multienzimática, na qual as funções de glutamil e prolil- 
-sintase estão fusionadas em um único polipeptídeo, deno- 
minado GluProRS. As vantagens desses sistemas são des- 
conhecidas. 


b. As características estruturais reconhecidas peias 

aminoacíl-tRNA-sintases podem ser reiativamente simples 
Como será visto na Seção 32.2D, os ribossomos selecionam 
aminoacil-tRNAs apenas pelas interações códon-anticódon, e 
não de acordo com as identidades de seus grupos aminoaci- 
la. A tradução necessita, portanto, não apenas que cada tRNA 
seja aminoacilado por sua respectiva aaRS, mas que ele não 
seja aminoacilado por qualquer uma das outras 1 9 aaRSs não 
cognatas. Além disso, uma vez que a maioria das células ex- 
pressa apenas uma aaRS para cada aminoácido, cada aaRS 
deve aminoacilar todos dos vários, se não a maioria, tRNAs 
isoaceptores (tRNAs diferentes que são específicos para o 
mesmo aminoácido) em cada célula. Por isso, foram despen- 
didos esforços consideráveis, principalmente por LaDonne 
Schulman, Paul Schimmel, Olke Uhlenbeck e John Abelson, 
para a elucidação de como as aaRSs realizam essa tarefa, ape- 
sar das semelhanças estruturais de quase todos os tRNAs. Os 
métodos experimentais empregados envolveram a utilização 
de fragmentos de tRNAs específicos, tRNAs alterados por 
mutações, reagentes químicos que realizam ligações cruzadas, 
comparações computadorizadas de sequências e cristalografia 
por raios X. As sintases mais comuns fazem contato com sítios 
que se localizam na face interna (côncava) do L do tRNA. 
Afora isso, parece haver pouca regularidade na maneira pela 
qual os vários tRNAs são reconhecidos por suas sintases cog- 
natas. De fato algumas aaRSs reconhecem apenas a haste 
aceptora de seus tRNAs cognatos, enquanto outras também 
interagem com a região do anticódon. Regiões adicionais dos 
tRNAs também podem ser reconhecidas. 

Manipulações genéticas feitas por Schimmel revelaram 
que as características do tRNA reconhecidas por pelo menos 
um tipo de aaRS são surpreendentemente simples. Diversas 
alterações na sequência do tRNA AlíL de E. coli não afetam 
de forma apreciável a sua capacidade de ser aminoacilado 
com alanina. Porém, a maioria das substituições de bases 
no par de bases G3 • U70, localizado na haste aceptora do 
tRNA (Fig. 32.14a), diminui de forma significativa essa re- 
ação. Além disso, a introdução de um par de bases G • U 
na posição análoga do tRNA Cys e do tRNA Phc faz eles serem 
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FIGURA 32.14 Principais elementos de identidade em quatro tRNAs. Cada base no tRNA está representada por um círculo 
cheio. Círculos vermelhos indicam posições para as quais a função de elementos de identificação para o reconhecimento do tRNA 
pela sua aminoacil-tRNA-sintase cognata foi demonstrada. As bases do anticódon que são elementos de identidade estão sublinha- 
das. Em cada caso, elementos de identificação adicionais ainda podem ser descobertos. A base na posição 73, que é um elemento 
de identidade em todos os quatro tRNAs mostrados aqui, é conhecida como a base discriminadora. 
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FIGURA 32.15 Modelo tridimensional do tRNA A]a de E. 
coli. Esse modelo está baseado na estrutura por raios X do 
tRNA 1>ht; de levedura (Fig. 32.116), na qual os núcleo tídeos que 
são diferentes daqueles no tRNA ' de E. coli estão destacados 
em ciano e o par de bases G3 ■ U70 está destacado em marfim. 
(Cortesia de Y a-Ming Hou, MIT, EUA.) 


leia). Surpreendentemente, contudo, esse tRNA Ile alterado 
é também um substrato muito melhor para a MetRS do que 
é para a DeRS. Assim, tanto o códon como a especificidade 
para o aminoácido desse tRNA são alterados por uma única 
modificação pós-transcricional. A /'/-metilação da G37 no 
tRNA Asp de levedura (Fig. 32.146) constitui um outro exem- 
plo de uma modificação de base que forma um elemento de 
identificação. Na ausência desse grupo A 1 -me tila, o tRNA Asp 
é reconhecido, principalmente por seus resíduos C36 e G37, 
pela ArgRS, que normalmente reconhece apenas o tRNA^, 
principalmente por seus resíduos C35 e U36. 

As evidências experimentais disponíveis posicionaram os 
diversos identificadores dos tRNAs principalmente na haste 
aceptora e na alça do anticódon (Fig. 32.16). As estruturas 
por raios X de diversos complexos aaRS * tRNA, que serão 
considerados a seguir, têm racionalizado estruturalmente al- 
gumas dessas observações. 

c. A estrutura por raios X da GlnRS * tRNA ’, um complexo 
de classe I 

As estruturas por raios X de todas as aaRSs específicas para 
os 20 aminoácidos diferentes foram determinadas de vários 
organismos, muitas delas em complexo com ATP, com seus 
aminoácidos cognatos ou com seus análogos. Essas estrutu- 
ras revelaram que os sítios ativos dessas enzimas se ligam ao 
ATP e ao aminoácido-alvo em posições ótimas para o deslo- 
camento nucleofílico em linha (Seção 16.2B) durante a ativa- 
ção do aminoácido e que a especificidade de uma aaRS por 


amino atilados com alanina, mesmo que existam poucas ou- 
tras identidades de sequência entre estes tRNAs mutantes 
e o tRNA Ala (p. ex., Fig. 32.15). De fato, a AlaRS de E. coli 
é capaz até mesmo de aminoacilar de forma eficiente uma 
“micro -hélice” de 24 nt, derivada apenas da haste acepto- 
ra contendo o par G3 • U70 do tRNA Ala de E. coli. Como 
o único tRNA de E. coli que normalmente contém um par 
de bases G3 • U70 é o tRNA AI ‘ e esse par de bases também 
está presente em tRNA Ala de vários organismos, inclusive no 
de levedura (Fig. 32.8), as observações anteriores sugerem 
fortemente que o par de bases G3 • U70 é a principal estrutura 
reconhecida pelas AlaRSs. Essas enzimas presumivelmente 
reconhecem a forma distorcida do par de bases G • U (Fig. 
32.12), uma hipótese reforçada pela observação de que as 
trocas de bases em G3 • U70 que menos afetam a identidade 
do aceptor do tRNA Ala são aquelas que geram pares de bases 
que se assemelham estruturalmente a G • U. 

Os elementos de outros três tRNAs que são reconhe- 
cidos por suas tRNA-sintases cognatas estão indicados na 
Fig. 32.14. Como ocorre com o tRNA Ala , esses elementos 
de identificação parecem incluir apenas poucas bases. Note 
que o anticódon forma um elemento de identificação em 
dois desses tRNAs. Em um outro exemplo de anticódon 
identificador, o tRNA Ile de E. coli, específico para o códon 
AUA, possui o anticódon LAU, onde L é lisidina, uma ci- 
tosina modificada, cujo grupo 2-ceto é substituído pelo ami- 
noácido lisina (Fig. 32.10). A L, nesse contexto, pareia com 
A, ao invés de com G, um raro exemplo de modificação de 
base que altera a especificidade do pareamento de bases. 
A substituição dessa L por uma C não modificada produz, 
como esperado, um tRNA que reconhece o códon AUG da 
Met (os códons ligam- se aos anticódons de forma antipara- 
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FsGURA 32.16 Elementos de identidade de tRNAs observados 
experimentalmente. A cadeia do tRNA está em ciano e cada um 
de seus nucleotídeos está representado por um círculo amarelo, 
cujo diâmetro é proporcional à fração dos 20 tipos de tRNAs 
aceptores na qual o núcleo tídeo é um determinante observado. 
(Cortesia de William McClain, University of Wisconsin, EUA.) 
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seu aminoáeido-alvo é determinada por contatos idiossincrá- 
ticos com a cadeia lateral do aminoãcido. 

Até agora, já foram descritas as estruturas por raios X 
de 16 aaRSs diferentes em complexo com seus tRNAs cog- 
natos (todas menos aquelas correspondentes aos resíduos 
Gly, Ala, Lys e His). A primeira a ser elucidada, aquela da 
GluRS de E. coli, uma sintase de Classe I, em seu complexo 
com o tRNA 01 " e o ATP (Fig. 32.17), foi determinada por 
Thomas Steitz. O tRNA Gln assume uma conformação em L, 
similar àquela de tRNAs de estruturas conhecidas (p. ex., 
Fig. 32.116). A GlnRS, uma proteína monomérica de 553 re- 
síduos, composta por quatro domínios organizados de modo 
a formarem uma molécula alongada, interage com o tRNA 
ao longo de toda a face interna do L, ficando o anticódon 
ligado próximo a uma das extremidades da proteína e a haste 
aceptora ligada próxima à outra extremidade. 

Dados genéticos e bioquímicos indicam que os elementos 
de identificação do tRNA okl estão agrupados predominante- 
mente na alça do anticódon e na haste aceptora (Fig. 32.14c). 
A alça do anticódon do tRNA 01 ” é estendida por dois novos 


pares de bases do tipo não Watson-Crick (2'-0-metil-U32 • 
i|/38 e U33 * m 2 A37), fazendo com que, dessa forma, as bases 
do anticódon se desempilhem e se desloquem obliquamente 
em direções diferentes, de maneira a se ligarem em bolsões 
de reconhecimentos separados da GlnRS. Essas caracterís- 
ticas estruturais sugerem que a GlnRS utiliza todas as sete 
bases da alça do anticódon para discriminar entre os tRNAs. 
De fato, trocas de qualquer uma das bases entre os resíduos 
C34 e ip38 originam tRNAs com decréscimos de k e JK M para 
aminoacilação pela GlnRS da ordem de 70 a 28.000 vezes. 

O GCCA na extremidade 3' do tRNA c,kl faz uma volta 
em forma de grampo em direção ao lado interno do L, ao 
invés de continuar helicoidalmente em frente (assim como 
faz o ACCA da extremidade 3' na estrutura por raios X do 
tRNA Phe ; Fig. 32.116). Essa mudança de conformação é fa- 
cilitada pela intercalação da cadeia lateral de um resíduo de 
Leu entre as extremidades 5' e 3' do tRNA, de forma a sepa- 
rar o primeiro par de bases da haste aceptora (UI • A72). A 
reação GlnRS é, portanto, relativamente insensível a mudan- 
ças de bases nessas últimas duas posições, exceto quando o 



FIGURA 32.17 Estrutura por raios X da GlnRS • tRNA Gln • ATP de E. coli. (a) O tRNA está representado na forma de bastao, 
colorido como o ATP, mas com os átomos de C do anticódon (UCG) e a extremidade 3 -CCA em amarelo. Um bastão cor de la- 
ranja conecta seus átomos de P sucessivos. O ATP ligado no sítio ativo da proteína está representado na forma de volume atômico, 
com C verde, N azul, O vermelho e P cor de laranja. A proteína está representada por um diagrama de superfície semitransparente 
azul-claro, que revela as porções ocultas do tRNA e do ATP. Note que tanto a extremidade 3' do tRNA (em cima , à direita ), como 
suas bases do anticódon ( embaixo ) estão inseridas em bolsões profundos na proteína. (6)0 complexo visualizado como na Parte 
a. O esqueleto de açúcar-fosfato do tRNA está representado por um tubo cor de laranja e as bases que formam seus elementos de 
identidade (Fig. 32.14c) estão representadas na forma de bastão, coloridas de acordo com o tipo de átomo, com C magenta, N azul 
e O vermelho. O ATP é mostrado como na Parte a. A proteína está representada na forma de fitas, colorida na ordem das cores do 
arco-íris a partir da sua extremidade N-terminal (azul) para a sua extremidade C-terminal (vermelho). (Com base em uma estrutu- 
ra por raios X de Thomas Steitz, Yale University, EUA. PDBid 1GTR.) $9/ Ver Exercício de animação 20 




1354 Do na! d Voet / Judith G. Voet 


pareamento de bases é fortalecido pela sua conversão para 
G1 * C72. A extremidade GCCA do tRNA 01 " projeta-se pro- 
fundamente em um bolsão da proteína que também se liga 
aos substratos de ATP e de glutamina da enzima. Três “de- 
dos” da proteína são inseridos no interior da cavidade menor 
da haste aceptora para estabelecerem interações sequência- 
-específicas com os pares de bases G2 • C71 e G3 • C70 (lem- 
bre que o RNA de dupla-hélice possui uma estrutura seme- 
lhante à do A-DNA [Seção 29.1Bc], cuja cavidade menor 
ampliada prontamente admite uma proteína, mas cuja cavi- 
dade maior é normalmente muito estreita para permitir isso.) 

O domínio da GlnRS que se liga à glutamina, ao ATP e à 
extremidade GCCA do tRNA Ghl , o chamado domínio catalíti- 
co, contém, como previamente discutido, um enovelamento de 
ligação a dinucleotídeo. A maior parte desse domínio pode ser 
sobreposta e, portanto, está evolutivamente relacionada com 
os domínios correspondentes de outras aaRSs de Classe I. 

d. A estrutura por raios X de AspRS ■ tRNA Asp , um complexo 
de classe II 

A AspRS de levedura, uma sintase de Classe II, é um dímero 
a 2 de subunidades de 557 resíduos. A sua estrutura por raios 
X, em complexo com o tRNA Asp , determinada por Moras, re- 
vela que a proteína liga-se simetricamente a duas moléculas 
de tRNA (Fig. 32.18). Como a GlnRS, a AspRS faz conta- 
to com o tRNA ligado a ela principalmente na extremidade 
da haste aceptora e na região do anticódon. Apesar disso, os 
contatos nessas duas enzimas têm características bastante di- 
ferentes (Fig. 32.19): embora ambos os tRNAs se aproximem 
de suas sintases cognatas ao longo da parte interna de suas 
formas de L, o tRNA 01 ' 1 o faz em direção à cavidade menor 
de sua haste aceptora, enquanto o tRNA Asp o faz em direção 
à sua cavidade maior. O GCCA na extremidade 3' do tRNA- 


Asp continua, assim, a sua rota helicoidal à medida que ele se 
projeta para o interior do sítio catalítico da AspRS, enquanto, 
como visto, a extremidade GCCA do tRNA 01 " dobra-se para 
trás, para o interior de uma volta em forma de grampo, que 
abre o primeiro par de bases (UI • A72) de sua haste acepto- 
ra. Embora a profundidade da cavidade maior de uma hélice 
de A-RNA seja, normalmente, muito estreita para receber 
grupos maiores do que moléculas de água (Seção 29.1B), a 
cavidade maior na extremidade da haste aceptora na AspRS 
* tRNA Asp é suficientemente ampliada para que seus pares de 
bases interajam com uma alça proteica. 

O braço do anticódon do tRNA Asp está dobrado até 20 À 
em direção ao interior do L em comparação ao braço corres- 
pondente na estrutura por raios X do tRNA Asp não complexa- 
do, e suas bases do anticódon não estão empilhadas. O ponto 
de dobradiça dessa curvatura é um par de bases G30 • U40 na 
haste do anticódon, que, em quase todas as outras espécies de 
tRNA, é um par de bases do tipo Watson-Crick. As bases do 
anticódon do tRNA Gln também não ficam empilhadas quando 
em contato com a GlnRS, mas adotam uma conformação de 
cadeia diferente daquela do tRNA Ásp . Evidentemente, a con- 
formação de um tRNA em complexo com sua sintase cognata 
parece ser ditada mais pelas suas interações com a proteína 
(encaixe induzido) do que pela sua sequência. 

Análises estruturais de complexos AspRS • tRNA Aip com 
ATP e ácido asp ártico e de GlnRS • tRNA Gkl com ATP per- 
mitiram a formulação independente de modelos para os com- 
plexos aminoacil-AMP dessas enzimas. A comparação desses 
modelos revela que os resíduos de A 3'-terminais do tRNA° hl 
e do tRNA Asp (aos quais os grupos aminoacila são ligados; Fig. 
32.13) estão posicionados em lados opostos do intermediário 
aminoacil-AMP ligado à enzima (Fig. 32.20). Os resíduos de 
ribose 3'-terminais são dobrados na forma de C2 '-endo, para 



FIGUR/ 32.18 Estrutura por raios X da AspRS ■ tRNA A!,p ■ ATP de levedura, (a) A enzima homodimérica com seus dois tRNAs 
simetricamente ligados a ela, visualizada com seu eixo duplo aproximadamente na posição vertical. Os tRNAs são mostrados na 
forma de esqueleto, coloridos de acordo com o tipo de átomo, com o átomo de C do anticódon (GUC) e a extremidade 3'-CCA 
em amarelo, os átomos de C restantes em verde, N azul, O vermelho e P cor de laranja. Um tubo cor de laranja conecta átomos de 
P sucessivos. As duas subunidades da proteína estão representadas por diagramas de superfície semi transparentes cor-de-rosa e 
azul-claro, que revelam porções ocultas dos tRNAs. (b) Um diagrama de fitas do protômero AspRS * tRNA A;,p • ATP. O esqueleto 
açúcar-fosfato do tRNA está representado por um tubo cor de laranja e as bases que formam seus elementos de identidade (Fig. 
32.14&) estão mostradas na forma de fitas, coloridas de acordo com o tipo de átomo, com C magenta, N azul e O vermelho. A prote- 
ína está representada na forma de fitas, colorida na ordem das cores do arco-íris, a partir da sua extremidade N-terminal (azul) para 
a sua extremidade C-terminal (vermelho). (Com base em uma estrutura por raios X de Dino Moras, CNRS/INSERM/ULP, IUkirch 
Cedex, França. PDBid 1ASY.) 
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FIGURA 32.19 Comparação das maneiras como a GlnRS e a AspRS se ligam aos seus tRNAs cognatos. As proteínas e os tR- 
NAs estão representados por esferas azuis e vermelhas, centradas nas posições de seus átomos de C a e P. Note como a GlnRS (a), 
uma sintase de Classe I, se liga ao tRNA üln no lado da cavidade menor da haste aceptora, de forma a dobrar sua extremidade 3' em 
uma conformação de grampo. Ao contrário, a AspRS (b), uma sintase de Classe II, se liga ao tRNA Ai? no lado da cavidade maior 
da haste aceptora, de forma que sua extremidade 3' mantém seu trajeto helicoidal ao ingressar no sítio ativo. (Cortesia de Dino 
Moras, CNRS/INSERM/ULP, Illkirch Cedex, França. PDBids 1GTR abd 1ASY.) 


o tRNA Asp , e na forma de C3 '-endo, para o tRNA Gln (ver Fig. 
29.8), de forma que o grupo 2'-hidroxila do tRNA Gl!I (Classe 

I) fica estericamente posicionado para atacar o grupo carbo- 
xila do aminoacil-AMP, enquanto, para o tRNA Asp (Classe 

II) , apenas o grupo 3'-hidroxila está posicionado para fazer 
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isso. Isso explica claramente as diferentes especificidades de 
aminoacilação das aaRSs de Classe I e Classe II. 

e. A revisão de leitura aumenta a fidelidade da ligação do 
aminoãcido ao tRNA 

O carregamento de um tRNA com o seu aminoácido cognato 
é um processo notavelmente preciso: as aaRSs apresentam 
uma frequência de erro de cerca de 1 em 10.000. As aaRSs 
se ligam apenas aos seus tRNAs cognatos, por meio de uma 
série intrincada de eventos específicos. Porém, como elas 
fazem para discriminar entre os vários aminoácidos, alguns 
do quais são bastante semelhantes? 

Medições experimentais indicam, por exemplo, que 
a IleRS transfere até 40.000 resíduos de isoleucina para o 
tRNA Ile , para cada resíduo de valina que ela também trans- 
fere. Porém, como destacado inicialmente por Linus Pauling, 
existe uma quantidade insuficiente de diferenças estruturais en- 


Aminoacil-AMP 


FIGURA 32.20 Comparação das estereoquímicas da aminoacilação das aaRSs de 
Classe I e de Classe II. As posições dos resíduos de adenosinas 3'-terminais (A76) da 
AspRS (Classe II, à esquerda) e da GlnRS (Classe I, à direita) estão representadas em 
relação àquela do aminoacil-AMP ligado à enzima ( embaixo ; apenas o grupo carbo- 
xílico de seu resíduo aminoacila é mostrado). Note como apenas o 03', do tRNA ílln , 
e 02', do tRNA Aap , estão posicionados de forma adequada para atacar o grupo carbo- 
nila do resíduo aminoacila e, dessa forma, transferir este resíduo para o tRNA. (De 
acordo com Cavarelli, J., Eriani, G., Rees, B., Ruff, M., Boeglin, M., Mitschler, A., 
Martin, F., Gangloff, J., Thierry, J.-C., e Moras, D., EMBO J. 13, 335 [1994].) 





1356 Do na! d Voet / Judith G. Voet 


tre Vai e Ile para permitir um grau de fidelidade de discrimi- 
nação tão elevado na geração direta de aminoacil-tRNAs. A 
estrutura por raios X da IleRS de Thermus thermophilus, uma 
aaRS monomérica de Classe I, em complexo com isoleucina, 
determinada por Shigeyuki Yokoyama e Schimmel, indica que 
isoleucina acomoda-se confortavelmente no interior de seu sí- 
tio de ligação, no domínio de enovelamento de Rossmann da 
enzima, e, por essa razão, esse sítio de ligação excluiria este- 
ricamente leucina e aminoácidos maiores. Valina, porém, que 
difere de isoleucina apenas pela ausência de um único grupo 
metila, encaixa-se nesse sítio de ligação de isoleucina. A ener- 
gia livre de ligação de um grupo metileno é estimada em ~ 
12 kJ * mol -1 . A Equação [3.17] indica que a razão /das cons- 
tantes de equilíbrio, K x e K 2 , com as quais duas substâncias se 
ligam a um determinado sítio de ligação é dada por 




SGV/RT 

1 -\AG”/RT 

-SGV/RT 


[32.1] 


em que AAG°' = AG°' - A/ — A G° 2 ' é a diferença entre as 
energias livres de ligação das duas substâncias. Estima-se, por- 
tanto, que a isoleucil-tRNA-sintase poderia discriminar entre 
isoleucina e valina por um fator não maior do que — 100. 

Berg resolveu esse aparente paradoxo demonstrando 
que, na presença do tRNA , a IleRS catalisa a hidrólise qua- 
se quantitativa de valil-adenilato para valina + AMP, ao in- 
vés de formar Val-tRNA Ilc . Além disso, as poucas moléculas 
de Val-tRNA Ile que se formam são hidrolisadas para valina + 
tRNA. Assim, a IleRS submete tanto o aminoacil-adenilato 
como o aminoacil-tRNA Uí a uma etapa de revisão de leitura 
ou de edição, que ocorre em um sítio catalítico separado. Esse 
sítio se liga a resíduos de Vai, mas exclui os resíduos de Ile 
maiores. A seletividade total da enzima é, portanto, o produto 
das seletividades de suas etapas de síntese e de revisão de lei- 
tura, explicando assim a elevada fidelidade da aminoacilação. 
Note que, nesse mecanismo chamado de dupla penetração, a 
edição ocorre às custas da hidrólise de ATP, o preço termodi- 
nâmico da fidelidade elevada ( ordem aumentada ). 

A estrutura por raios X da IleRS de Staphylococcus au- 
reus, em complexo com tRNA Ik e o antibiótico de uso clínico 
mupirodna 



o 


(CH a ) s — CO,,H 


(um produto de Pseudomonas fluorescens que atua ligando- 
-se especificamente à IleRS bacteriana, de forma a inibir a 
síntese proteica), determinada por Steitz, sugere como IleRS 
executa o seu processo de edição. A estrutura por raios X 
(Fig. 32.21) revela que esse complexo se assemelha ao com- 
plexo GlnRS • tRNA Gln * ATP (Fig. 32.17), mas com a IleRS 
possuindo um domínio de edição adicional (também cha- 
mado de CPI, de connective peptide 1 - peptídeo conectivo 
1) inserido no seu domínio de enovelamento de Rossmann. 
Os dois resíduos 3'-terminais do tRNA Ile , C75 e A76, estão 
desordenados, mas, quando modelados de forma a conti- 
nuarem a hélice de forma A empilhada da haste aceptora, 
se estendem para o interior de uma fenda no domínio de 



FIGURA 32.21 Estrutura por raios X da isoleucil-tRNA-sintase 
de S. aureus em complexo com o tRNA 1 1 e mupirodna. O tRNA 
está em branco, a proteína está colorida por domínio e a mupiro- 
cina está representada na forma de bastões, em cor-de-rosa. (Cor- 
tesia de Thomas Steitz, Yale University, EUA. PDBid 1QU2.) 

edição que foi implicada como sendo seu sítio de hidrólise 
(Fig. 32.22a, à esquerda). Assim, esse complexo IleRS pare- 
ce lembrar um “complexo de edição”, ao invés de lembrar 
um “complexo de transferência”, como visto na estrutura 
de GlnRS. Entretanto, um complexo de transferência seria 
formado caso o segmento final 3' do tRNA Ilc assumisse uma 
conformação de grampo (Fig. 32.22 a, à direita ), semelhante 
àquela na estrutura da GlnRS (Figs. 32.176 e 32.19a; lembre 
que tanto a IleRS como a GlnRS são aaRSs de Classe I). Por 
isso, Steitz postulou que o grupo aminoacila é transportado 
entre o sítio de aminoacilação de IleRS e o seu sítio de edi- 
ção por essa mudança conform acionai (Fig. 32.226). Esse 
processo assemelha-se funcionalmente à maneira pela qual 
a DNA-polimerase I edita sua fita recém-sintetizada (Seção 
30.2Ag), que também foi elucidada por Steitz. 

A ValRS é uma aaRS monomérica de Classe I que lem- 
bra a IleRS. A estrutura por raios X do complexo da ValRS 
de T. thermophilus com o tRNA' 81 e o análogo não hidroli- 
sável de valil-adenilato denominado 5'-0'-[jv-(L-vaIil)sulfa- 
moiljadenosina (Val-AMS), 
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(a) 


Modo sintético 



Domínio 

sintético 


Domínio 
de edição 


FIGURA 32-22 Comparação dos modos putativos de aminoacilação 
e edição da DeRS * tRNA Ut . (a) A sobreposição do tRNA Ile nesses 
dois modos de ligação sobre a superfície acessível ao solvente da IleRS 
(verde). A fita aceptora do tRNA lie no modo de edição observada na 
estrutura por raios X da IleRS ■ tRNA Ile * mupirocina (Fig. 32.21) está 
representada na forma de fitas, em branco, com as posições modeladas 
da C75 e da A76 em vermelho. Isso coloca a extremidade 3' do tRNA 
no sítio de edição. Em contraste, os três resíduos terminais 3' do tR- 
NA 118 , posicionados pela modelagem por homologia com base na estru- 
tura por raios X da GlnRS * tRNA uln • ATP (Fig. 32.17) e representa- 
dos na forma de esferas e bastões com C amarelo, N azul, O vermelho 
e P magenta, colocam a extremidade 3' do tRNA no sítio sintético (de 
aminoacilação), 34 A distante da sua posição no sítio de edição. Note 
que há uma fenda entre os sítios de edição e sintético e que a extre- 
midade 3' do tRNA mantém o seu trajeto helicoidal de forma A no 
modo de edição, mas assume uma conformação de grampo no modo 
sintético. (ò) Um esquema comparando as posições da extremidade 
3' do tRNA k em seu complexo com a IleRS no seu modo sintético 
(d esquerda ) e no seu modo de edição (à direita). (Parte a cortesia de 
Thomas Steitz e Parte b com base em um esquema de Thomas Steitz, 
Yale University, EUA.) 

Modo de edição 




determinada por Yokoyama, revela que Val-AMS está ligado 
no bolsão de aminoacilação do domínio de enovelamento de 
Rossmann, que acomoda as moléculas isoestéricas de Vai e 
de Thr, mas exclui estericamente Ile. Estudos de modelagem, 
com base na estrutura da IleRS • tRNA Ik * mupirocina, indi- 
cam que a cadeia lateral de Thr poderia se encaixar dentro 
do bolsão de edição da ValRS, com o grupo hidroxila de sua 
cadeia lateral ligado por ligação de hidrogênio à cadeia late- 


ral do resíduo de Asp 279 de ValRS, que se projeta para o in- 
terior do bolsão, em contraste com o resíduo de Asp 328 cor- 
respondente de IleRS, que não faz isso. Consequentemente, 
uma cadeia lateral de Vai seria excluída do bolsão de edição 
da ValRS, porque ela não pode formar essa ligação de hidro- 
gênio, explicando, dessa forma, porque esse bolsão de edição 
hidrolisa treonil-adenilato e Thr-tRNA VaI , mas não os deriva- 
dos correspondentes de Vai. A estrutura de ValRS * tRNA Val 
também indica que ValRS e o tRNA Val , juntos, formam um 
túnel que conecta o bolsão de aminoacilação de ValRS ao 
seu bolsão de edição. Foi proposto que o treonil-adenilato 
impropriamente formado é conduzido através desse túnel 
para hidrólise no bolsão de edição, explicando, dessa forma, 

y 1 

porque o tRNA deve estar ligado à ValRS para que essa 
reação de edição pré-transferência ocorra. O valil-adenilato 
é, presumivelmente, conduzido através do complexo IleRS • 
tRNA lk similar para a sua hidrólise. 

A ThrRS, um homodímero de Classe II, apresenta o pro- 
blema inverso ao de ValRS: ela deve sintetizar Thr-tRNA Thr , 
mas não Vai- tRNA . A estrutura por raios X de ThrRS de 
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E. coli sem o seu domínio N-terminal, mas ainda catalitica- 
mente ativa e em complexo com treonina ou com o análogo 
de treonil-adenilato, Thr-AMS, foi determinada por Moras. 
Essa estrutura revela que o bolsão de aminoacilação de 
ThrRS contém um íon de Zn 2 que é coordenado pelos gru- 
pos hidroxila e amino da cadeia lateral do grupo treonil e 
por três cadeias laterais da proteína. Valina isoestérica não 
poderia coordenar o íon de Zn 2+ dessa maneira e, portan- 
to, não sofreria a adenilação por ThrRS. Entretanto, o que 
impede ThrRS de sintetizar Ser-tRNA Thr ? De fato, a ThrRS 

FTTl 

truncada sintetiza Ser-tRNA em uma taxa superior à me- 

jr 

tade daquela na qual ela sintetiza Thr-tRNA , indicando, 
portanto, que o domínio N-terminal de ThrRS de tipo sel- 
vagem contém o sítio de edição da enzima. A análise mu- 
tacional de ThrRS posicionou esse sítio de edição em uma 
fenda no domínio N-terminal da ThrRS de tipo selvagem, 
cuja estrutura por raios X, em complexo com tRNA Thr , tam- 
bém foi determinada por Moras. Nessa última estrutura, a 
extremidade 3' do tRNA apresenta um trajeto helicoidal re- 
gular, semelhante àquele observado na estrutura por raios X 
de AspRS • tRNA Asp ■ ATP (Fig. 32.18), de forma a entrar 
no sítio de aminoacilação. Entretanto, caso a extremidade 3' 
do tRNA Tlir ligado assumisse uma conformação de grampo, 
semelhante àquela observada na estrutura por raios X do 
tRNA t,ln em complexo com a enzima de Classe I GlnRS e 
ATP (Fig. 32.17), o seu grupo aminoacila, covalentemente 
ligado, poderia entrar no sítio de edição. Isso evidencia uma 
intrigante “simetria especular” (Fig. 32.23): nas aaRSs de 
Classe I, que faz a mediação de um mecanismo de edição de 
dupla peneiração, a extremidade 3' do tRNA cognato Ügado 
assume uma conformação de grampo quando ela entra no 
sítio de aminoacilação e uma conformação helicoidal quando 
ela entra no sítio de edição, enquanto o contrário acontece 
nas aaRSs de Classe II. Finalmente, a ThrRS parece não me- 
diar a edição pré -transferência (não hidrolisa seril-adenilato) 

e, de fato, o complexo ThrRS ■ tRNA Thr não possui um canal 
conectando seus sítios de aminoacilação e edição, como foi 
observado no complexo ValRS • tRNA VaI . 

Sintases que possuem uma seletividade adequada para 
seus aminoácidos correspondentes não apresentam as fun- 
ções de edição. Por exemplo, o sítio de aminoadenilação da 
ThrRS discrimina entre tirosina e fenilalanina pela formação 
de ligações de hidrogênio com o grupo OH de tirosina. Os 
demais aminoácidos da célula, sejam eles de estrutura-pa- 
drão ou não, apresentam semelhanças ainda menores com 
tirosina, o que justifica o fato da TyrRS não possuir um sítio 
de edição. 

f. Gln-tRNA pode ser formado por uma rota alternativa 

Há bastante tempo é aceito que cada um dos 20 amino á- 
cidos-padrão seja covalentemente ligado a um tRNA por 
sua aaRS correspondente, porém, é agora claro que bacté- 
rias gram-positivas, arqueobactérias, cianobactérias, mito- 
côndrias e cloroplastos não possuem GlnRS. Ao invés dis- 
so, glutamato é ligado ao tRNA° ln pela mesma GluRS que 
sintetiza Glu-tRNA Gl11 . O Glu-tRNA Ghl resultante é, então, 
transaminado para Gln-tRNA Gln pela enzima Glu-tRNA GlB - 
amidotransferase (Glu-AdT), em uma reação que necessita 
de ATP e na qual glutamina é o doador do grupo amido. 


Classe I Classe II 



FIG JRA 32.23 Diagrama esquemático dos mecanismos de 
aminoacilação e de edição das aaRSs de Classe I e de Classe 11, 
enfatizando a “simetria especular” de seus mecanismos gerais. 

Com as aaRSs de Classe I ( à esquerda ; p. ex., a IleRS), a ex- 
tremidade 3' da haste aceptora do tRNA ligado assume uma 
conformação de grampo no modo sintético e uma conformação 
helicoidal no modo de edição, enquanto o contrário ocorre com 
as aaRSs de Classe II ( direita ; p. ex., a ThrRS). (Cortesia de 
Dino Moras, CNRS/INSERM/ULP, Illkirch Cedex, França.) 

Alguns microrganismos utilizam uma rota de transamidação 
semelhante para a síntese de Asn-tRNA Asn a partir de Asp- 
tRNA AsD . 

A reação geral catalisada pela Glu-AdT ocorre em três 
etapas (Fig. 32.24): (1) a glutamina é hidrolisada a glutamato 
e a NH 3 resultante é sequestrada; (2) ATP reage com a cadeia 
lateral de Glu do Glu-tRNA üln , para gerar um intermediário 
acilfosfato ativado e ADP; e (3) o intermediário acilfosfato 
reage com a NH 3 para gerar Gln-tRNA Gln + P,. A Glu-AdT 
de Bacillus subtilis, que foi caracterizada por Dieter Sõll, é 
uma proteína heterotrimérica, cujas subunidades não apre- 
sentam similaridade de sequência significativa com a GlnRS. 
Os genes que codificam essas subunidades, gatA, gatB e 
gatC, formam um único óperon, cuja inativação é letal, de- 
monstrando, dessa forma, que B. subtilis não possui uma via 
alternativa para a produção de Gln-tRNA c,ln . A subunidade 
GatA da Glu-AdT parece catalisar a ativação da cadeia la- 
teral carboxílica do ácido glutâmico, por uma reação que se 
assemelha àquela catalisada pela carbamoil-fosfato-sintase 
(Seção 26.2A). Apesar disso, GatA não apresenta similari- 
dade de sequência com outras glutamina-amidotransferases 
conhecidas (membros da tríade ou famílias Ntn; Seção 
26.5Aa). A subunidade GatB pode ser utilizada para sele- 
cionar o substrato de tRNA correto. O papel da subunidade 
GatC não é claro, embora a observação de que sua presença 
é necessária para a expressão de GatA em E. coli sugira que 
ela participa na modificação, no enovelamento e/ou na esta- 
bilização de GatA. 

Como Glu não é incorporado erroneamente nas proteí- 
nas de B. subtilis no lugar de Gin, o Glu-tRNA Glíl , produto da 
reação de aminoacilação anterior, não deve ser transportado 
para o ribossomo da mesma maneira como Gln-tRNA 0 !n . É 
provável que isso ocorra porque, como foi demonstrado em 
cloroplastos, EF-Tu, o fator de alongamento que se liga e 
transporta a maioria dos aminoacil-tRNAs bacterianos para 
os ribossomos em um processo dependente de GTP (Seção 
32 .3D), não se liga à Glu-tRNA cl “. Não está claro o porquê 
da evolução de duas rotas independentes para a síntese de 
Gln-tRNA Ck . 
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FIGURA 32.24 A síntese de Gln-tRNA Gln a partir de Ghi-tRNA Un , mediada pela Glu-AdT. A reaçao envolve a transferência, 

* * CjLh 

ativada por ATP, de uma NH 3 derivada da glutamina para a molécula de glutamato do Glu-tRNA J . 


g. Algumas arqueobactérias não possuem uma CysRS 
separada 

Os genomas de determinadas arqueobactérias, tal como M. 
jannaschii, não apresentam um gene de CysRS identificável. 
Isso acontece porque a enzima responsável pela síntese 
de Pro-tRNA Prü nesses organismos também sintetiza 
Cys-tRNA c>s . É interessante notar que essa enzima, denomi- 
nada ProCysRS, não sintetiza Pro-tRNA Cys ou Cys-tRNA Pro . 
Embora a ProCysRS sintetize cisteinil-adenilato apenas em 
presença de tRNA Cys , ela é capaz de sintetizar prolil-ademla- 
to na ausência de tRNA Pro . A ligação de tRNA ' à ProCysRS 
bloqueia a ativação de prolina, de forma que apenas cisteína 
pode ser ativada. Ao contrário, a ativação de prolina facili- 
ta a ligação de tRNA Pr ”, enquanto impede a ligação de tR- 
NA Cys . Entretanto, o mecanismo pelo qual a ProCysRS exe- 
cuta essas sínteses mutuamente exclusivas é desconhecido. 
De qualquer forma, parece que alguns organismos podem 
sobreviver com apenas 17 aaRSs diferentes: eles podem não 
apresentar GlnRS, AspRS e uma CysRS separada. 

D. Interações c ódon-anticódon 

Na síntese proteica, o tRNA apropriado é selecionado apenas 
pelas interações códon-anticódon ; o grupo aminoacila não 
participa desse processo. Esse fenômeno foi demonstrado 
como descrito a seguir. Cys-tRNA c > \ no qual o resíduo de 
Cys estava marcado com 14 C, foi dessulfurizado redutiva- 


mente com o reagente níquel de Raney, de forma a converter 
o resíduo de Cys em Ala: 


I + 

nh 3 


Cys-tRNA Cys 


/ 


/ 


Níquel de Raney 


H O 

1 [l 

H — CH 2 — C — C — O — tRNA Cys + H 2 S + Ni 

i + 

nh 3 


Ala-tRNA Cys 


O híbrido Ala-tRNA Cys resultante, marcado com 14 C, foi adi- 
cionado em um sistema de síntese proteica livre de células, 
extraído de reticulócitos de coelhos. O único produto da ca- 
deia a da hemoglobina radioativo obtido foi o peptídeo tríp- 
tico que normalmente contém o único Cys da subunidade. 
Nenhuma radioatividade foi detectada nos peptídeos que 
normalmente contêm Ala e não contêm Cys. Evidentemente, 
apenas os anticódons dos aminoacil-tRNAs participam do re- 
conhecimento do códon. 
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a. A degeneração do código genético é devida, em grande 
parte, às interações códon-anticódon variáveis na terceira 
posição 

Alguém podería supor ingenuamente que cada um dos 61 có- 
dons que especificam um aminoácido seria reconhecido por 
um tRNA diferente. Porém, apesar de a maioria das células 
possuir vários grupos de tRNAs isoaceptores, muitos tRNAs 
se ligam a dois ou três dos códons que especificam seus ami- 
noácidos cognatos. Por exemplo, o tRNA PhL de levedura, 
que possui o anticódon GmAA, reconhece os códons UUC 
e UUU (lembre-se que o anticódon pareia com o códon de 
uma maneira antiparalela), 


Anticódon: 


3' 5' 

— A — A — Gm — 


3' 5' 

— A — A — Gm — 


Códon: 


* * * 
III 

5' • • -3' 

— u— u— c— 


* * * 
III 

5' • • -3' 

— u— u— u— 


e o tRNA Ala de levedura, que possui o anticódon IGC, reco- 
nhece os códons GCU, GCC e GCA. 



3 f 

5' 


3' 

5 
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C 

tà 

G 
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5' : 

• 

* 
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Códon: 

G 

c- 
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Parece, portanto, que pareamentos do tipo não Watson-Crick 
podem ocorrer na terceira posição do códon-anticódon (a 
primeira posição do anticódon é definida pelo seu núcleo - 
tídeo 3'), o sítio mais degenerado do códon (Tabela 32.2). 
Note também que a terceira posição do anticódon (5') nor- 
malmente contém uma base modificada, tal como Gm ou I. 


b. A hipótese do pareamento oscilante explica 
estruturalmente a degeneração do código 
Por meio da combinação de critérios estruturais com dedu- 
ção lógica, Crick propôs, no que ele denominou de hipótese 
da oscilação, como um tRNA pode reconhecer vários códons 
degenerados. Ele assumiu que os dois primeiros pareamentos 
códon-anticódon apresentam a geometria de Watson-Crick 
normal. As restrições estruturais consequentemente impos- 
tas ao terceiro pareamento códon-anticódon garantem que 
sua conformação não irá diferir dramaticamente daque- 
la de um pareamento Watson-Crick. Crick propôs, então, 
que poderia haver uma pequena liberdade de movimento 
ou “oscilação” na terceira posição do códon, que permitiria 
ajustamentos conformacionais limitados na sua geometria 
de pareamento. Isso possibilita a formação de vários pares 
não Watson-Crick, tais como U • G e I • A (Fig. 32.25a). Os 
pareamentos “oscilantes” permitidos estão indicados na Fig. 
32.25b. Assim, analisando o padrão de pareamento códon- 
-anticódon conhecido, Crick deduziu os conjuntos mais plau- 
síveis de combinações de pareamentos na terceira posição do 
códon-anticódon (Tabela 32.5). Desse modo, um anticódon 
com C ou A na sua terceira posição pode parear apenas com 
seu códon complementar na forma de Watson-Crick. Caso 
U, G ou I ocupem a terceira posição do anticódon, dois, dois 
ou três códons são reconhecidos, respectivamente. 



I*A 


(b) 

Anticódon Códon 

I * * * u 

G ,,ê U I 




FIGURA 32.25 O pareamento oscilante, (a) Os pareamentos 
oscilantes U • G e I • A. Ambos foram observados em estrutu- 
ras por raios X. ( b ) A geometria do pareamento oscilante. As 
esferas e suas ligações representam as posições dos átomos de 
Cl' das riboses com suas ligações glicosídicas correspondentes. 
O X (à esquerda ) designa o nucleosídeo na extremidade 5' do 
anticódon (tRNA). As posições à direita são aquelas do nucleo- 
sídeo 3' do códon (mRNA) nos pareamentos oscilantes indica- 
dos. (De acordo com Crick, F.H.C., J. Mol. Biol. 19, 552 [1966].) 


Não se conhece qualquer tRNA procariótico ou tRNA ci- 
toplasmático eucariótico que participe de uma combinação de 
pareamento que não seja oscilante. Não existe, contudo, qual- 
quer exemplo conhecido de um tRNA com um A na terceira 
posição do seu anticódon, o que sugere que o pareamento A 
• U consequente não é permitido. A base estrutural do pare- 


TABELA 32.5 Combinações de pareamentos oscilantes 

permitidas na terceira posição do códon- 
-anticódon 


Base 5' do anticódon 

Base 3' do códon 

C 

G 

A 

U 

U 

A ou G 

G 

U ou C 

I 

U, C ou A 
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amento oscilante é pouco compreendida, embora estej a claro 
que ela é influenciada por modificações nas bases. 

Uma consideração dos vários pareamentos oscilantes in- 
dica que pelo menos 31 tRNAs são necessários para traduzir 
todas as 61 trincas codificadoras do código genético (existem 
32 tRNAs em um conjunto mínimo, porque a iniciação da 
tradução necessita de um tRNA separado; Seção 32.3Ca). A 
maioria das células possui > 32 tRNAs, alguns dos quais pos- 
suem anticódons idênticos. Na realidade, as células de mamí- 
feros possuem > 150 tRNAs. Apesar disso, todos os tRNAs 
isoaceptores de uma célula são reconhecidos por uma única 
aminoacil-tRNA-sintase. 

c. Alguns tRNAs mitocondriais possuem pareamentos 
oscilantes mais permissíveis que outros tRNAs 

As propriedades de reconhecimento do códon de tRNAs mi- 
tocondriais refletem o fato de que os códigos genéticos mito- 
condriais são variações do código genético-“padrão” (Tabela 
32.3). Por exemplo, o genoma mitocondrial humano, que 
consiste em apenas 16.569 pb, codifica 22 tRNAs (juntamen- 
te com 2 RN As ribossômicos [rRNAs] e 13 proteínas). Cada 
um de 14 desses tRNAs reconhece um dos pares de códons 
sinônimos indicados nas Tabelas 32.2 e 32.3 (MNX, onde X 
pode ser tanto C ou U como A ou G), de acordo com as re- 
gras normais do pareamento oscilante de G • U: os tRNAs 
apresentam ou um G ou um U modificado em suas terceiras 
posições do anticódon, o que permite que eles pareiem com 
códons que possuem X = C ou U e X = A ou G, respec- 
tivamente. Os 8 tRNAs restantes, que, contrários às regras 
de pareamento oscilante, reconhecem, cada um deles, um dos 
grupos de quatro códons sinônimos (MNY, onde Y = A, C, 
G ou U), todos apresentando anticódons com um U na ter- 
ceira posição. Ou esse U pode, de alguma maneira, parear 
com qualquer uma das quatro bases ou esses tRNAs reconhe- 
cem apenas as duas primeiras posições do códon e ignoram a 
terceira. Portanto, como esperado, muitos tRNAs mitocon- 
driais possuem estruturas incomuns, nas quais, por exemplo, 
a sequência GTi]/CRA (Fig. 32.9) está faltando. O caso mais 
bizarro é o de um tRNA s “ no qual falta todo o braço D. 

d. Códons utilizados frequentemente são complementares às 
espécies de tRNA mais abundantes 

A análise das sequências de bases de diversos genes 
estruturais de S. cerevisiae expressos em níveis elevados re- 
velou um desvio marcante na utilização de códons. Apenas 
25 das 61 trincas codificadoras são comumente utilizadas. Os 
códons preferidos são aqueles que são proximamente com- 
plementares, no sentido de Watson-Crick, aos anticódons das 
espécies mais abundantes de cada conjunto de tRNAs isoacep- 
tores. Além disso, códons que se ligam a anticódons com dois 
pares G • C ou três pares A • U consecutivos são evitados, de 
forma que todos os complexos códon-anticódon preferidos 
possuem, aproximadamente, as mesmas energias livres de li- 
gação. Um fenômeno semelhante ocorre em E. coli, embora 
vários de seus 22 códons preferidos difiram daqueles em le- 
vedura. O grau no qual os códons preferidos ocorrem em um 
determinado gene está fortemente correlacionado, em ambos 
os organismos, com o nível de expressão dos genes (as taxas 
medidas de seleção de aminoacil-tRNAs em E. coli abrangem 
uma faixa de 25 vezes). Foi proposto que isso permite que 
os mRNAs de proteínas que são necessárias em quantidades 
elevadas sej am traduzidos de uma forma rápida e direta. 


e. Seienocisteína e pirrolisina são transportados por um 
tRNA específico 

Embora seja em geral afirmado, mesmo neste texto, que 
as proteínas são sintetizadas a partir dos 20 aminoãcidos- 
-“padrão”, ou seja, aqueles especificados pelo código ge- 
nético-“padrão”, alguns organismos, como descoberto por 
Theresa Stadtman, utilizam um vigésimo-primeiro aminoá- 
cido, seienocisteína (Sec; ou, altemativamente, SeCys), na 
síntese de suas proteínas: 

NH 

CH— CH 2 — Se— H 

c=o 


O resíduo de 
seienocisteína (Sec) 


O selênio, um elemento -traço biologicamente essencial, 
é um componente de várias enzimas, tanto em procariotos 
como em eucariotos. Dentre essas enzimas estão a tiorredo- 
xina-redutase (Seção 28.3Ae) e as deiodinases do hormônio 
da tireoide (que participam da síntese do hormônio da tireoi- 
de; Seção 19. 1D), em mamíferos, e três formas de formato- 
-desidrogenases, em E. coli, todas elas contendo resíduos de 
Sec. Os resíduos de Sec são incorporados nessas proteínas no 
ribossomo por um único tRNA, o tRNA Sec , que contém um 
anticódon UCA que é especificado, no mRNA, por um có- 
don UGA especial (normalmente UGA é o códon de Parada 
opala). O Sec-tRNA Set é sintetizado pela aminoacilação do 
tRNA Scc com L-serina pela mesma SerRS que carrega o tR- 
NA Scr , seguida pela selenização enzimática do resíduo de Ser 
resultante. 

Como o sistema ribossômico diferencia um códon UGA 
que especifica a Sec de um códon de Parada opala normal? 
Como no caso do Glu-tRNA° hl (Seção 32.2Cf), o EF-Tu, o 
fator de alongamento que conduz a maioria dos aminoacil- 
-tRNAs para o ribossomo em um processo dependente de 
GTP, não se liga ao tRNA Sec . Esse tRNA liga-se a um fator 
de alongamento específico, denominado SELB, um homó- 
logo de Ef-Tu que, em seu complexo com GTP, é recrutado 
para uma estrutura de braço- alça de um mRNA ligado ao 
ribossomo na região codificadora da seleno-proteína, no lado 
3' do códon UGA que especifica Sec. 

Certas arqueas metanogênicas (produtoras de metano) 
expressam a enzima metilamina metiltransferase, que con- 
tém o resíduo de aminoácido pirrolisina (Pyl, de pyrrolysi- 
ne), um resíduo de Lys com seu e-nitrogênio em ligação ami- 
da com o grupo pirrolina: 


I 

NH 

I 

CH— CHo 

I 

c=o 

i 


0 

— CHo — CH, — CHo — NH - C 


CH 


N 




O resíduo de pirrolisina (Pyl) 


Diferentemente dos resíduos de Lys modificados posterior- 
mente à tradução, tais como 5-hidroxi-lisina (Hyl; Seção 
8.2B) e e-A-acetil-lisina (Seção 4.3B), Pyl é incorporado 
diretamente nas proteínas durante a tradução. Pyl é especi- 
ficado pelo códon UAG (normalmehte o códon de Parada 


1362 Do na! d Voet / Judith G. Voet 


âmbar). Pyl é transportado ao ribossomo pelo tRNA Pyl , o 
qual contém um anticódon CUA e difere dos tRNAs típi- 
cos por apresentar uma haste D com cinco, ao invés de oito 
resíduos, um braço do anticódon com seis, ao invés de cinco 
pares de bases e uma alça Ttf<C que não possui a sequência 
TvjiC. Uma aminoacil-tRNA-sintase específica, PylRS, que 
difere das LysRSs conhecidas, carrega o tRNA Pyl com pirro- 
lisina em uma reação dependente de ATP, o primeiro exem- 
plo conhecido na natureza de uma aminoacilação direta de 
um tRNA com um aminoácido “não padrão”. Diferente do 
caso de Ser-tRNA Sct , Pyl-tRNA p>l é tranportado ao ribosso- 
mo por Ef-Tu. Isso sugere que o mRNA contém um sinal que 
faz UAG ser lido como um códon Pyl, ao invés de como um 
códon de Parada. Uma estrutura de braço-alça conservada, 
localizada no lado 3' de códons UAG que especificam Pyl 
pode consistir nesse sinal. Altemativamente, um Pyl-tRNA - 1 
pode, ocasionalmente, ler um códon UAG e ser, portanto, 
um tipo de supressor de mutação sem sentido (ver a seguir) . 

E. Supressão se/n sentido 

Mutações sem sentido em geral são letais quando terminam 
prematuramente a síntese de uma proteína essencial. Um 
organismo com uma dessas mutações pode, entretanto, ser 
“recuperado” por uma segunda mutação em outra região do 
genoma. Depois de serem descobertos, esses supressores in- 
tergênicos permaneceram sendo um enigma ainda por mui- 
tos anos. Agora se sabe, contudo, que eles em geral surgem a 
partir de mutações em um gene de tRNA, fazendo com que o 
tRNA reconheça um códon sem sentido. Esse tRNA supres- 
sor de mutação sem sentido ( nonsense suppressor ) transporta 
o seu aminoácido (que é o mesmo transportado pelo tRNA de 
tipo selvagem correspondente) para uma cadeia polipeptídica 
em crescimento em resposta ao códon de Parada reconhecido, 
impedindo, dessa forma, a terminação da cadeia. Por exem- 
plo, o supressor âmbar de E. coli, conhecido como su3, é um 
tRNA T>r cujo anticódon foi mutado do GUA de tipo selvagem 
(que reconhece os códons de Tyr UAU e UAC) para CUA 
(que reconhece o códon de Parada âmbar UAG). Uma E. coli 
su3 + com uma mutação âmbar letal em um gene codificador 
de uma proteína essencial seria viável, caso a substituição do 
resíduo de aminoácido de tipo selvagem por Tyr não inativasse 
a proteína. 

Existem vários exemplos bem caracterizados de supres- 
sores de âmbar (UAG), ocre (UAA) e opala (UGA) em E. 
coli (Tabela 32.6). A maioria deles, como esperado, apresen- 
ta anticódons mutados. O tRNA UGA-1, entretanto, difere 
do de tipo selvagem apenas por uma mutação G — > A na sua 
haste D, que troca um par G • U por um par A • U, mais 
forte. Essa mutação aparentemente altera a conformação do 
anticódon CCA do tRNA, de modo que ele passa a poder 
realizar um pareamento oscilante incomum com UGA, bem 
como com o seu códon normal, UGG. Supressores de muta- 
ções sem sentido também ocorrem em levedura. 

a. tRNAs supressores são mutantes de tRNAs minoritários 
Como as células toleram uma mutação que elimina tanto um 
tRNA normal como impede a terminação da síntese de poli- 
peptídeos? Elas sobrevivem porque o tRNA mutado é, nor- 
malmente, um membro minoritário de um conjunto de tRNAs 
isoaceptores e porque o tRNA supressor de mutação sem sen- 
tido deve competir pelos códons de Parada com os fatores pro- 


TABELA 32-6 Alguns supressores sem sentido de E. coli 


Nome 

Códon suprimido 

Aminoácido inserido 

íííI 

UAG 

Ser 

su2 

UAG 

Gin 

su3 

UAG 

Tyr 

suA 

UAA, UAG 

Tyr 

su5 

UAA, UAG 

Lys 

su 6 

UAA 

Leu 

sul 

UAA 

Gin 

UGA-1 

UGA 

Trp 

UGA-2 

UGA 

Trp 


Fonte: Kõrner, A.M., Feinstein, S.I., e Altman, S., in Altman, S. (Ed.), 
Transfer RN A, p. 109, MIT Press (1978). 


teicos que fazem a mediação da terminação da síntese de poli- 
peptídeos (Seção 32.3F). Consequentemente, a taxa de síntese 
mediada por supressores de proteínas ativas a partir de mR- 
NAs com mutações sem sentido UAG ou UGA raramente ex- 
cede a 50% da taxa de tipo selvagem, enquanto mutantes com 
UAA, o códon de Parada mais comum, apresentam eficiências 
de supressão de < 5%. Além disso, muitos mRNAs apresentam 
dois códons de Parada em tandem, de modo que, mesmo que o 
primeiro códon de Parada seja suprimido, a terminação pode 
ocorrer no segundo. Apesar disso, muitos mutantes resgatados 
por supressores multiplicam-se de uma forma relativamente 
lenta, porque eles não são capazes de produzir uma proteína 
que de outra maneira seria terminada prematuramente de for- 
ma tão eficiente como as células de tipo selvagem. 

Outros tipos de tRNAs supressores também são conhe- 
cidos. Supressores de mutação de sentido trocado (missense 
suppressors) agem de forma similar aos supressores de muta- 
ção sem sentido, mas substituem um aminoácido por outro. 
Supressores de mutação de mudança de fase (frameshift sup- 
pressors) possuem oito nucleotídeos em suas alças de anticó- 
don, ao invés dos sete usuais. Eles leem um códon de quatro 
bases depois de uma inserção de base, restaurando assim a 
fase de leitura de tipo selvagem. 

3 RIBOSSOMOS E A SÍNTESE DE POUPEPTÍDEOS 

Os ribossomos foram inicialmente observados em homoge- 
neizados celulares por microscopia de campo escuro, no final 
da década de 1930, por Albert Claude, que se referiu a eles 
como “microssomos”. Foi somente na metade da década de 
1950, contudo, que George Palade observou-os em células 
por microscopia eletrônica, descartando, dessa maneira, a 
alegação de que eles seriam meros artefatos do rompimento 
celular. O nome ribossomo deriva do fato de que essas partí- 
culas, em E. coli, consistem em aproximadamente dois terços 
de RNA e um terço de proteínas. (Microssomos são agora 
definidos como vesículas produzidas artificialmente pelo 
retículo endoplasmático quando do rompimento celular. Eles 
são facilmente isolados por centrifugação diferencial e são 
ricos em ribossomos.) A correlação entre a quantidade de 
RNA em uma célula e a taxa na qual ela sintetiza proteínas 
levou à suspeita de que os ribossomos fossem o local da 
síntese proteica. Essa hipótese foi confirmada em 1955 por 
Paul Zamecnik, que demonstrou que aminoácidos marcados 
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TABELA 32.7 Componentes dos ribossomos de E. coli 



Ribossomo 

Subunidade menor 

Subunidade maior 

Coeficiente de sedimentação 

7QS 

30S 

50S 

Massa (kDa) 

2.520 

930 

1.590 

RNA 




Maior 


16S, 1.542 nucleotídeos 

23S, 2.904 nucleotídeos 

Menor 



5S, 120 nucleotídeos 

Massa de RNA (kDa) 

1.664 

560 

1.104 

Proporção da massa 

66% 

60% 

70% 

Proteínas 


21 polipeptídeos 

31 polipeptídeos 

Massa de proteína (kDa) 

857 

370 

487 

Proporção da massa 

34% 

40% 

30% 


com l4 C ficam associados transitoriamente aos ribossomos 
antes de aparecerem nas proteínas livres. Pesquisas adicio- 
nais demonstraram que a síntese de polipeptídeos nos ribos- 
somos apresenta três fases distintas: (1) iniciação da cadeia, 
(2) alongamento da cadeia e (3) terminação da cadeia. 

Nesta seção, será examinada a estrutura do ribossomo e 
depois descrito, em linhas gerais, o mecanismo ribossômico 
da síntese de polipeptídeos. Ao ser feito isso, compara-se as 
propriedades dos ribossomos de procariotos com aquelas dos 
de eucariotos. 

A. Estrutura do ribossomo 

O ribossomo de E. coli, que possui uma massa de — 2,5 X 10 e ’ D 
e um coeficiente de sedimentação de 70S, é uma partícula es- 
feroidal com — 250 Á de diâmetro na sua dimensão maior. 
Como descoberto por James Watson, ele pode ser dissociado 
em duas subunidades diferentes (Tabela 32.7) . A subunidade 
menor (30S) consiste em uma molécula de rRNA 16S e 21 
polipeptídeos diferentes, enquanto a subunidade maior (50S) 
contém um rRNA 5S e um rRNA 23 S, juntamente com 31 po- 
lipeptídeos distintos. Os aproximadamente 20.000 ribossomos 
de uma célula de E. coli são responsáveis por — 80% de seu 
conteúdo de RNA e — 10% de suas proteínas. 

Os estudos estruturais do ribossomo por microscopia 
eletrônica iniciaram logo após a sua descoberta. As estru- 
turas tridimensionais (3D) em baixa resolução (~ 50 Á) 
do ribossomo e de suas subunidades tornaram-se dispo- 
níveis inicialmente na década de 1970. Foram utilizadas as 
técnicas pioneiras de reconstrução de imagens de Klug, nas 
quais micrografias eletrônicas de uma única partícula ou 
chapas ordenadas de partículas tomadas de várias direções 
são combinadas para gerar a sua imagem em 3D. A subu- 
nidade menor é uma partícula que se assemelha, de forma 

FIGURA 32.26 O modelo do ribossomo de E. coli em baixa re- 
solução. A subunidade menor (no alto , em vermelho ) se combina 
com a subunidade maior ( centro , em verde ) para formar o ribos- 
somo completo (embaixo). Duas vistas perpendiculares de cada 
partícula são fornecidas. Esses modelos foram baseados em mi- 
crografias eletrônicas de transmissão de partículas negativamente 
coradas (nas quais a partícula cuja imagem está sendo capturada 
está embebida em sais de metais pesados que absorvem elétrons, 
fornecendo, dessa forma, um contraste entre a partícula eletrônica 
relativamente transparente e o plano de fundo [background]). 


grosseira, a uma luva com os quatro dedos juntos e o polegar 
separado, enquanto a subunidade maior é esferoidal, com 
três protuberâncias em um lado (Fig. 32.26) . 



Cume Vale 


Ribossomo 
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FIGURA 32.27 Estruturas secundárias dos RNAs ribossômicos de E. coli. (a) RNA 16S e (b) RNAs 23S e 5S. Os RN As estão 
coloridos por domínio, com linhas curtas que conectam uma haste representando pares de bases de Watson-Crick, pontos pequenos 
representando pares de bases G • U e pontos grandes representando outros pares de bases do tipo não Watson-Crick. Note as séries 
de hastes e alças lembrando flores que formam cada domínio. (Cortesia de Venki Ramakrishnan, MRC Laboratory of Molecular Bio- 
logy, Cambridge, Reino Unido, e Peter Moore, Yale University, EUA. Adaptada de diagramas em http://www.ma.icmb.utexas.edu.) 


a. RNAs ribossômicos possuem estruturas secundárias 
complicadas 

O rRNA 16S de E. coli, que foi sequenciado por Harry 
Noller, consiste em 1.542 nucleotídeos. Uma análise com- 
putadorizada dessa sequência para a busca de segmentos 
de fita dupla estáveis gerou muitas estruturas secundárias 
plausíveis, mas, em geral, mutuamente exclusivas. 
Entretanto, a comparação das sequências de rRNA 16S de 
vários procariotos, assumindo-se que suas estruturas foram 
evolutivamente conservadas, levou à estrutura secundária 
do rRNA 16S semelhante a uma flor, vista na Fig. 32.27 a. 
Essa estrutura de quatro domínios tem 54% de suas bases 
pareadas. Suas hastes helicoidais duplas tendem a ser curtas 
(< 8 pb) e muitas delas são imperfeitas. De forma intrigan- 
te, micrografias eletrônicas do rRNA 16S assemelham-se 
àquelas da subunidade 30S completa, sugerindo, assim, que 
o formato geral da subunidade de 30S é predominantemente 
determinado pelo rRNA 16S. Os rRNAs de 5S e 23S da su- 
bunidade ribossômica maior, que consistem em 120 e 2.904 
nucleotídeos, respectivamente, também foram sequenciados. 
Como com o rRNA 16S, eles apresentam muitas estruturas 
secundárias (Fig. 3221b). 

b. As proteínas ribossômicas foram parcialmente 
caracterizadas 

As proteínas ribossômicas são difíceis de ser separadas, por- 
que a maioria delas é insolúvel nos tampões mais comuns. 
Por convenção, as proteínas ribossômicas das subunidades 
menor e maior são designadas pelos prefixos S (de small) e 
L (de large), respectivamente, seguidos por um número que 
indica suas posições, da porção superior esquerda para a por- 
ção inferior direita de um eletroforetograma em um gel bidi- 
mensional (grosseiramente, em ordem decrescente de massa 
molecular; Fig. 32.28). Apenas a proteína S20/L26 parece ser 
comum a ambas as subunidades. Uma das proteínas da su- 
bunidade maior é parcialmente acetilada em sua extremida- 


de N-terminal, o que determina que ela origine duas bandas 
eletroforéticas (L7/L12). Quatro cópias dessa proteína, um 
dímero de dímeros, estão presentes na subunidade maior. 
Além disso, essas quatro cópias de L7/L12 se agregam com 
LIO para formar um complexo estável, que, inicialmente, 
imaginava-se ser uma única proteína, “L8”. Todas as demais 
proteínas ribossômicas ocorrem em apenas uma única cópia 
por subunidade. 

As sequências de aminoácidos de todas as 52 proteínas 
ribossômicas de E. coli foram elucidadas, principalmente por 
Heinz-Gunter Wittmann e Brigitte Wittmann-Liebold. O ta- 



%S21 

FIGURA 32.28 Eletroforetograma de um gel bidimensional 
das proteínas da subunidade ribossômica menor de E. coli. Pri- 
meira dimensão (vertical): acrilamida 8%, pH 8,6; segunda di- 
mensão ( horizontal ): acrilamida 18%, pH 4,6. (De Kaltschmidt, 
E., e Wittmann, H.G., Proc. Natl. Acad. Sei. 67, 1277 [1970].) 
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manho delas varia de 46 resíduos, para L34, a 557 resíduos, 
para Sl. A maioria dessas proteínas, cujas sequências são 
pouco similares entre si, é rica nos amino ácidos básicos Lys e 
Arg e contém poucos resíduos aromáticos, como é esperado 
para proteínas que estão fortemente associadas a moléculas 
de RNA polianiônicas. 

As estruturas por raios X e RM de cerca de metade das 
proteínas ribossômicas ou de seus fragmentos já foram deter- 
minadas independentemente. Essas proteínas formam uma 
ampla variedade de motivos estruturais, embora a maioria 
dos seus enovelamentos ocorra em outras proteínas de estru- 
tura conhecida. Cerca de um terço dessas proteínas ribossômi- 
cas contém o motivo de reconhecimento de RNA (RRM, de 
RN A-recognition motif; Seção 31.4Ab), que ocorre em > 200 
proteínas que se ligam a RNA, inclusive o fator rho (a prote- 
ína de terminação da transcrição, que contém quatro desses 
motivos; Seção 31.2Db), na poli(A)-polimerase, na proteína 
de ligação a poli(A) (PABP, de poly(A)-b inding protein), em 
várias proteínas envolvidas no splicing gênico (Seção 31. 4A) 
e no fator de iniciação da tradução eIF4B (Seção 32.3Cd). 
Todas essas proteínas, presumivelmente, evoluíram a partir 
de uma proteína ancestral de ligação a RNA. 

c. Subunidades ribossômicas são automontantes 
Em condições adequadas, as subunidades ribossômicas são 
formadas a partir de misturas de seus numerosos compo- 
nentes macromoleculares. As subunidades ribossômicas são, 
portanto, entidades capazes de se automontarem. Masayasu 
Nomura determinou a ordem na qual isso ocorre, por expe- 
rimentos de reconstituição parcial. Se um componente ma- 
cromolecular é deixado de fora de uma mistura de proteínas 
e RNA, que, de outra forma, seria automontável, os demais 
componentes impedidos de se ligarem à montagem parcial 
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FKSURA 32.29 Mapa de montagem da subunidade menor de 

E. coIL O mapa está organizado de acordo com os domínios do 
RNA 16S (Fig. 32.27) com setas indicando a facilidade de ligação. 
Por exemplo, a seta a partir do domínio 5' do rRNA 16S para S20 
indica que S20 se liga diretamente ao rRNA 16S na ausência de 
outras proteínas e, por isso, ela é uma proteína de ligação primá- 
ria (I o ); a seta de S20 para S16 indica que S20 facilita a ligação de 
S16, a qual, portanto, é uma proteína de ligação secundária (2 o ); e 
as setas de S16 para S5 e S12 indicam que S5 e S12 são proteínas 
de ligação terciária (3°). (Cortesia de James Williamson, The 
Scripps Research Institute, La Jolla, Califórnia, EUA.) 


resultante devem, de alguma maneira, interagir com o com- 
ponente omitido. Por meio da análise de uma série desses 
experimentos de reconstrução parcial, Nomura construiu um 
mapa de montagem da subunidade menor (30S) (Fig. 32.29). 
Esse mapa indica que as etapas iniciais da montagem da su- 
bunidade menor consistem em ligações independentes de 
seis proteínas (S4, S7, S8, S15, S17 e S20) ao rRNA 16S livre, 
chamadas de proteínas de ligação primária (I o ). Os inter- 
mediários de montagem resultantes constituem o esqueleto 
molecular para a ligação de proteínas de ligação secundária 
(2°), que, após uma significativa mudança conformacional, 
formam os sítios de ligação para as proteínas de ligação ter- 
ciária (3 o ). Um mapa de montagem análogo para a subuni- 
dade maior foi elucidado por Knud Nierhaus. A observação 
de que intermediários de montagem semelhantes ocorrem in 
vivo e in vitro sugere que os processos de montagem in vivo e 
in vitro são muito parecidos. 

Na célula, o RNA 16S se dobra de uma maneira ordena- 
da, de forma que cada domínio é dobrado antes que o próxi- 
mo domínio seja transcrito. A montagem da subunidade ri- 
bossomal pequena é, então, facilitada por uma variedade de 
fatores de montagem, proteínas que se ligam aos complexos 
imaturos, mas não às subunidades maduras. Muitos fatores 
de montagem se associam com segmentos do RNA 16S que 
mudam de conformação durante as etapas finais de monta- 
gem. Presumivelmente, a montagem da subunidade maior 
segue uma trajetória semelhante. 

d. A estrutura atômica do ribossomo procariótíco vem sendo 
elucidada há bastante tempo 

A elucidação da estrutura atômica do ribossomo foi uma 
tarefa tortuosa, que se estendeu por mais de quatro déca- 
das, nas quais os vagarosos incrementos obtidos foram oca- 
sionalmente pontuados por ganhos técnicos significativos. 
O processo começou na década de 1960, com micrografias 
eletrônicas de transmissão sombreada um tanto quanto in- 
distintas que forneceram apenas formas 2D aproximadas. A 
isso se seguiram, na década de 1970, as técnicas de recons- 
trução de imagem, que geraram modelos em 3D, embora 
ainda de baixa resolução (Fig. 32.26). Mais tarde, ainda na 
década de 1970, os sítios de localização de muitas proteínas 
ribossômicas foram determinados por James Lake e Georg 
Stõffler, por microscopia imunoeletrônica, uma técnica na 
qual anticorpos produzidos contra uma determinada pro- 
teína ribossômica são utilizados para marcar sua posição em 
micrografias eletrônicas do anticorpo em complexo com uma 
subunidade ribossômica. Esses resultados foram melhorados 
e ampliados, na década de 1980, por experimentos de espa- 
lhamento de nêutrons, conduzidos por Donald Engelman e 
Peter Moore, que indicaram, para a subunidade 30S, as dis- 
tâncias entre os centros de massa de suas proteínas compo- 
nentes e, assim, as suas distribuições tridimensionais. Esses 
estudos estruturais foram suplementados por diversos estu- 
dos de ligações químicas cruzadas e de transferência de fluo- 
rescência, que demonstraram a proximidade de vários com- 
ponentes ribossômicos. 

A estrutura molecular do ribossomo procariótico come- 
çou a ser enfocada na metade da década de 1990, graças ao 
desenvolvimento da microscopia crioeletrônica (crio-EM). 
Nessa técnica, a amostra é congelada a temperaturas próxi- 
mas à do N 2 líquido ( - 196°C) tão rapidamente (em poucos 
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FIGURA 32.30 Imagem com base em crioeletromicroscopia 
do ribossomo de E. colL A subunidade 30S {em amarelo ) está 
à esquerda e a subunidade 50S {em azul) está à direita. Os tR- 
NAs que ocupam os sítios A, P e E (Seção 32.3B) estão colori- 
dos de magenta, verde e dourado. Uma porção da subunidade 
de 5 OS foi removida para revelar o túnel de saída do polipep- 
tídeo. Um segmento do mRNA {extremidade 5 ' em dourado e 
3' em lilás) e a cadeia polipeptídica nascente ( amarelo ) foram 
modelados na estrutura. (Cortesia de Joachim Frank, State 
University of New York at Albany, EUA.) 



tRNA do sítio P 


50S 


mRNA 


30S 


tRIMA do sítio E 


Túnel do polipeptídeo 


milissegundos) que a água na amostra não tem tempo para 
cristalizar e assume, então, um estado vítreo (semelhante ao 
vidro). Consequentemente, a amostra permanece hidratada e, 
desse modo, mantém a sua forma nativa em proporções maio- 
res do que na microscopia eletrônica convencional (na qual 
a amostra é seca a vácuo). Estudos realizados predominante- 
mente por Joaquim Frank revelaram as posições nas quais os 
tRNAs e o mRNA, bem como vários fatores proteicos solú- 
veis, se ligam no ribossomo (Fig. 32.30). A mais alta resolução 
conseguida em crio-EM de ribossomos foi sendo ^radualmen- 
te melhorada ao longo dos anos, chegando a ~ 8 A. 

As sub unidades ribossômicas foram primeiramente cris- 
talizadas por Ada Yonath, em 1980, mas os cristais obtidos 
difratavam raios X de forma deficiente. Ao longo de vários 
anos, entretanto, as qualidades desses cristais foram sendo 
gradativamente melhoradas, até que, em 1991, Yonath des- 
creveu cristais da subunidade 50S que difratavam por raios X 
com uma resolução de 3 À. Foi somente no final da década de 
1990, contudo, que a tecnologia disponível foi capaz de deter- 
minar as estruturas por raios X desses complexos moleculares 
gigantescos. Em 2000, o annus mirabilis (ano milagroso) da 
ribossomologia, Moore e Steitz descreveram a estrutura por 
raios X da subunidade ribossômica de 5 0S da bactéria haló- 
fila (que habita meios ricos em sal) Haloarcula marismortui 
em uma resolução atômica (2,4 À) e Venki Ramakrishnan 
e Yonath, independentemente, descreveram a estrutura por 
raios X da subunidade de 30S de T. thermophilus em resolu- 
ção de ~ 3 À. Em 2001, Noller descreveu a estrutura do ribos- 
somo completo de T. thermophilus com 5,5 À de resolução, a 
qual foi gradualmente melhorada para 2,8 À. Em adição, as 
estruturas do ribossomo de E. coli, por Jamie Cate, e da su- 
bunidade maior de Deinococcus radiodurans, por Yonath, fo- 
ram determinadas. Nos parágrafos seguintes, serão discutidas 
as propriedades dessas estruturas pioneiras. As considerações 
sobre suas implicações funcionais iniciam na Seção 32.3C. 

e. Arquitetura do ribossomo 

Várias generalizações podem ser feitas sobre a arquitetura 
do ribossomo, com base nas estruturas das subunidades de 
30S e 50S: 


L Tanto o rRNA 16S como o 23S são agregados de ele- 
mentos helicoidais coaxialmente empilhados e conectados 
por alças, a maioria das quais são extensões irregulares de 
hélices (Fig. 32.31). Essas estruturas, que estão bem de acor- 
do com as previsões de estruturas secundárias anteriores 
(Fig. 32.27), são estabilizadas por interações entre hélices, 
como a compactação de fenda menor com fenda menor, 
que também ocorre nas estruturas de íntrons do grupo I e 
da RNase P (Seções 31.4Af e 31.4Ca; lembre que a forma 
A do RNA possui uma fenda menor muito rasa); a inser- 
ção de um fosfato saliente no interior de uma fenda menor; 
e adeninas, que estão distantes na sequência, mas são, em 
geral, altamente conservadas, que são inseridas no interior 
de cavidades menores. A forma geral dessas subunidades é 
relativamente plana, ao invés de globular, com a maioria das 
regiões apresentando uma espessura de dois ou três diâme- 
tros helicoidais (em contraste, outros RNAs maiores [> 100 
nt] de estruturas conhecidas, tais como os íntrons de grupo I, 
RNase P e o RNA da partícula de reconhecimento de sinal 
[Seção 12.4Bb], apresentam a espessura de apenas uma héli- 
ce) . Embora a determinação das estruturas das subunidades 
ribossômicas de 30S e 50S tenha aumentado a quantidade de 
estruturas de RNA que eram então conhecidas com resolu- 
ção atômica em ~ 10 vezes, quase todos os motivos estrutu- 
rais secundários encontrados no ribossomo também ocorrem 
em estruturas de RNA menores. Isso sugere que o repertório 
de motivos secundários do RNA é limitado. 

2. Cada um dos quatro domínios do RNA 16S, os quais se 
estendem a partir da junção central (Fig. 32.27a), forma uma 
porção morfologicamente distinta da subunidade 30S (Fig. 
32.31a): o domínio 5' forma a maior parte do corpo (Fig. 
32.26), o domínio central forma a plataforma, o domínio 3' 
maior forma toda a cabeça e o domínio 3' menor, que consis- 
te em apenas duas hélices, está localizado na interface entre 
as subunidades 30S e 50S. Em contraste, os seis domínios do 
RNA 23S (Fig. 3221b) estão entrelaçados de forma intrin- 
cada na subunidade 50S (Fig. 32.316). Como as proteínas ri- 
bossômicas estão incrustradas no RNA (ver a seguir), isso 
sugere que os domínios da subunidade 30S podem ser móveis 
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Vista da interface 



Vista posterior 

FIGURA 32.31 Estruturas terciárias dos RNAs ribossômicos. (a) O rRNA 16S de T. thermophilus. ( b ) O rRNA 23S de H. ma- 
rismortui. Os rRNAs estão coloridos de acordo com o domínio, como na Fig. 32.27. A vista da interface de uma subunidade ribos- 
sômica (à esquerda ) é em direção à sua superfície que se associa à outra subunidade no ribossomo completo, e a vista posterior (à 
direita ) é a partir do lado oposto (exposto ao solvente). Note que as estruturas secundárias dos domínios do rRNA 16S enovelam- 
-se como domínios de estruturas terciárias separadas, enquanto, no rRNA 23S, os domínios de estruturas secundárias estão enrola- 
dos juntos. (Cortesia de Venki Ramakrishnan, MRC Laboratory of Molecular Biology, Cambridge, Reino Unido, e Peter Moore, 
Yale University, EUA. PDBids 1J5E e 1JJ2.) 
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um em relação ao outro durante a síntese proteica, enquanto 
a subunidade 50S parece ser rígida. 

3. A distribuição das proteínas nas duas subunidades ribos- 
sômicas não é uniforme (Fig. 32.32). A grande maioria das 
proteínas ribossômicas está localizada na parte posterior e 
nos Lados de suas subunidades. Em contraste, a face de cada 
subunidade que forma a interface entre elas, particularmente 
naquelas regiões que se ligam aos tRNAs e ao mRNA (ver a 
seguir), é predominantemente desprovida de proteínas. 

4. A maioria das proteínas ribossômicas consiste em um 
domínio globular, que está, em sua maior parte, localizado 
sobre a superfície da subunidade (Fig. 32.32), e de um seg- 
mento longo, predominantemente desprovido de estruturas 
secundárias e incomumente rico em resíduos básicos que 
se infiltram no interior da subunidade por entre as hélices 


do RNA (Fig. 32.33). De fato, dentre todas as proteínas ri- 
bossômicas, poucas não apresentam um domínio globular 
(p. ex., a L39e na Fig. 32.336). As proteínas ribossômicas 
estabelecem um número muito menor de interações base- 
-específicas do que outras proteínas de ligação a RNA co- 
nhecidas. Elas tendem a interagir com o RNA por pontes 
salinas entre suas cadeias laterais positivamente carregadas 
e os átomos de oxigênio dos grupos fosfato negativamente 
carregados do RNA, neutralizando, dessa forma, as intera- 
ções repulsivas carga-carga entre segmentos de RNA pró- 
ximos. Isso é consistente com a hipótese de que os ribosso- 
mos primordiais eram constituídos inteiramente de RNA (o 
mundo de RNA) e que as proteínas que foram aos poucos 
sendo adquiridas estabilizaram suas estruturas e refinaram 
sua função. 



Vista da interface 
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FIGURA 32.32 Distribuição de proteínas e RNAs nas subunidades ribossômicas. (a) A subunidade de 3ÜS de T. thermophilus. 
(b) A subunidade de 50S de H. marismortui. As subunidades estão representadas na forma de volume atômico, com seus RNAs 
em cinza e suas proteínas em várias cores. Note que o lado da interface de cada subunidade está totalmente livre de proteínas, 
especialmente nas suas regiões que interagem com o mRNA e com tRNAs. (Parte a com base na estrutura por raios X de Venki 
Ramakrishnan, MRC, Laboratory of Molecular Biology, Cambridge, Reino Unido. Parte b com base na estrutura por raios X de 
Peter Moore e Thomas Steitz, Yale University, EUA. PDBids 1J5E e 1JJ2.) 
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í IGURA 32.33 Galeria de estruturas proteicas ribossômicas. Prote- 
ínas da (ü) subunidade de 30S e (b) subunidade de 50S. As proteínas 
estão representadas por suas cadeias, com suas porções globulares em 
verde e seus segmentos altamente estendidos em vermelho. As por- 
ções globulares ficam expostas na superfície das subunidades às quais 
elas se associam (Fig. 32.33), enquanto os segmentos estendidos ficam 
totalmente ocultos no RNA. Os íons de Zn‘ 1 ligados à L37e e à L44e 
estão representados por esferas em magenta. (Cortesia de Venki 
Ramakrishnan, MRC Laboratory of Molecular Biology, Cambridge, 
Reino Unido, e Peter Moore, Yale University, EUA.) 



A estrutura por raios X do ribossomo completo de T. 
thermophilus em complexo com três tRNAs e um segmento 
de mRNA de 1 1 nt foi determinada por Ramakrishnan (Fig. 
32.34; ribossomos, como discutido na Seção 32.3B , apresen- 
tam três sítios distintos de ligação a tRNA, conhecidos como 
sítios A, P e E). As estruturas das subunidades 30S e 50S 
nessa enorme maquinaria molecular assemelham-se bastan- 
te àquelas das subunidades isoladas, embora existam várias 
regiões na interface das subunidades que apresentam mo- 
dificações conformacionais significativas, o que sugere que 
essas alterações ocorrem em consequência da associação das 
subunidades. Além disso, várias porções desordenadas da 
subunidade 50S de H. marismortui isolada estão ordenadas 
no ribossomo intacto de T. thermophilus, embora isso possa 
ser uma consequência da grande estabilidade térmica desse 
último. 

O ribossomo se liga a todos os três tRNAs de maneira 
semelhante, com as hastes-alças dos anticódons dos tRNAs 
ligadas na subunidade 30S e as suas demais porções, a haste 
D, o cotovelo e a haste aceptora, ligadas à subunidade maior. 
Essas interações, que consistem principalmente em contatos 
RNA-RNA, são estabelecidas por segmentos dos tRNAs 
que são conservados universalmente, permitindo, assim, que 
os ribossomos se liguem a diferentes espécies de tRNAs da 
mesma forma. 

As duas subunidades menor e maior estabelecem con- 
tato uma com a outra em 12 posições, por pontes RNA- 
-RNA, proteína-proteína e RN A-proteína. Essas pontes in- 
tersubunidades possuem uma distribuição distinta: as pontes 


RNA-RNA estão localizadas centralmente, adjacentes aos 
três tRNAs ligados, enquanto as pontes proteína-proteína e 
RN A-proteína estão localizadas perifericamente, longe dos 
sítio funcionais do ribossomo. Os contatos RNA-RNA con- 
sistem, principalmente, em interações fenda menor-fenda 
menor, embora contatos com a fenda maior, a alça e o arca- 
bouço também ocorram. Nas pontes RNA-proteína, as pro- 
teínas contatam quase todos os tipos de estrutura do RNA, 
inclusive a fenda maior, a fenda menor, o esqueleto e os ele- 
mentos de alça. 

Discute-se a função do mRNA e como ele interage com 
os tRNAs na Seção 32. 3D. Lá, será visto que a subunidade 
maior está envolvida principalmente na mediação de tarefas 
bioquímicas, como a de catalisar as reações de alongamento 
de polipeptídeos, enquanto a subunidade menor é o principal 
componente de processos de reconhecimento ribossômico, 
como a ligação do mRNA e de tRNAs (embora, como será 
estudado, a subunidade maior também participe da ligação 
a tRNAs). Será visto, também, que o rRNA desempenha o 
principal papel funcional nos processos ribossômicos (lem- 
bre-se que o RNA apresenta propriedades catalíticas; Seções 
31.4Ae e 31.4Ca). 

f. Ribossomos eucarlóticos são maiores e mais complexos 
do que os ribossomos procarióticos 

Embora os ribossomos eucarióticos e procarióticos se asse- 
melhem tanto em estrutura como em função, eles diferem em 
quase todos os detalhes. Os ribossomos eucarióticos apresen- 
tam partículas com massa variando de 3,9 a 4,5 x 10 6 D e 
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FIGURA 32.34 Estrutura por raios X do ribossomo de T. thermopkilus em compiexo com tRNA e mRNA em uma resolução de 

3,5 À. No sítio E está ligado o tRNA 1 ’ 1 * e nos sítios A e P está ligado o Phe-tRNA™" (no qual o átomo de O que formava uma li- 
gação éster de Phe para 03' da extremidade A 3' foi substituído por um grupo NH para impedir a hidrólise da ligação Phe-tRNA). 

( a ) Os componente de RNA do complexo ribossômico (suas proteínas foram omitidas para simplificação) representados na forma 
de esquema, exceto para o mRNA de 11 resíduos, que está representado na forma de volume atómico. O RNA 16S está em dano, 
o RNA 23S em amarelo, o RNA 5S em azul, os tRNAs nos sítios A, P e E em verde, magenta e vermelho e o mRNA, que está am- 
plamente escondido pelo RNA 16S, está colorido de acordo com o tipo de átomo, com C cor-de-rosa, N azul, O vermelho e P cor de 
laranja, (b) O RNA 16S na vista de interface com seus tRNAs ligados e mRNA, todos representados como na Parte a. (c) O RNA 
23S na vista de interface (girado 180° sobre a direção vertical em relação à Parte b ) com seus tRNAs ligados, todos representados 
como na Parte a. {d) As interações dos tRNAs com o mRNA. Essa montagem está representada na forma de esquema com C do 
sítio A verde, C do sítio P magenta, C do sítio E vermelho, C do mRNA cor-de-rosa, N azul e O vermelho e com átomos de P suces- 
sivos conectados por bastões cor de laranja. Os resíduos de Phe ligados aos tRNAs dos sítios A e P estão representados na forma 
de volume atômico. Note a estreita proximidade desses resíduos de Phe e que os tRNAs nos sítios A e P, mas não aquele no sítio E, 
realizam interações por pareamentos de bases códon-anticódon com o mRNA. (Com base em um estrutura por raios X de Venki 
Ramakrishnan, MRC Laboratory of Molecular Biology, Cambridge, Reino Unido. PDBids 2WDK e 2WDL.) 
jfb Ver Exercício interativo 44 
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TABELA 32.8 Componentes dos ribossomos dtoplasmáticos de fígado de rato 


Ribossomo Subunidade menor Subunidade maior 


Coeficiente de sedimentação 

80S 

40S 

60S 

Massa (kDa) 

4.220 

1.400 

2.820 

RNA 




Maior 


18S 1.874 nucleotídeos 

28S, 4.718 nucleotídeos 

Menor 



5,8S, 160 nucleotídeos 




5S, 120 nucleotídeos 

Massa de RNA (kDa) 

2.520 

700 

1.820 

Proporção da massa 

60% 

50% 

65% 

Proteínas 


33 polipeptídeos 

49 polipeptídeos 

Massa de proteína (kDa) 

1.700 

700 

1.000 

Proporção da massa 

40% 

50% 

35% 


apresentam um coeficiente de sedimentação nominal de 80S. 
Eles se dissociam em duas subunidades desiguais, que apre- 
sentam composições que são notavelmente diferentes da- 
quelas dos procarió ticos (Tabela 32.8; compare com a Tabela 
32.7). A subunidade menor (40S) do ribossomo citoplasmá- 
tico de fígado de rato, que juntamente com o ribossomo de 
levedura são os ribossomos eucarióticos melhor caracteri- 
zados, consiste em 33 polipeptídeos únicos e de um rRNA 
18S. Sua subunidade maior (60S) contém 49 polipeptídeos 
diferentes e três rRNAs de 28S, 5,8S e 5S. A complexidade 
adicional do ribossomo eucariótico em relação ao seu cor- 
respondente procariótico é presumivelmente devida às suas 
funções adicionais: seu mecanismo de iniciação da tradução 
é mais complexo (Seção 32.3Cd); ele deve ser transportado 
do núcleo, onde é formado, para o citoplasma, onde ocorre 
a tradução; e a maquinaria com a qual ele participa da via de 
secreção é mais complicada (Seção 12.4B). 


Comparações de sequência dos rRNAS correspondentes 
de várias espécies indicam que a evolução conservou suas 
estruturas secundárias, em vez de conservar suas sequên- 
cias de bases (Figs. 32.27 a e 32.35). Por exemplo, um G * C 
em uma haste de bases pareadas do rRNA 16S de E. coli foi 
substituído por um A • U na haste análoga do rRNA 18S de 
levedura. O rRNA 5,8S, que faz parte da subunidade maior 
eucariótica, em um complexo de pareamento de bases com 
o rRNA 28S, é homólogo em sequência à extremidade 5' do 
rRNA 23S procariótico. Aparentemente, o rRNA 5,8S sur- 
giu por mutações que alteraram o processamento posterior à 
transcrição do rRNA, produzindo um quarto rRNA. 

A imagem com base em crio-EM do ribossomo de 80S de 
levedura (Fig. 32.38), determinada na resolução de 15 Ã por 
Andrej SaÜ, Gunter Blobel e Frank, revela que existe um grau 
elevado de conservação estrutural entre os ribossomos eucari- 
óticos e procarióticos. Embora a subunidade 40S de levedura 



FÍGURA 32.35 Estruturas secundárias previstas de rRNAs do tipo 16S evolutivamente distantes, (a) Arqueobactéria ( Halobac - 
terium volcanii), (b) eucariotos (5. cerevisiae ) e (c) mitocôndrias de mamíferos (bovino). Compare-as com a Fig. 32.27 a, a estrutura 
secundária do RNA 16S de eubactérias (£. coli). Note as semelhanças estreitas entre essas estruturas; elas diferem principalmente 
devido a inserções e defeções de estruturas de haste e alça. Os rRNAs do tipo 23S de uma variedade de espécies apresentam, da 
mesma forma, estruturas secundárias semelhantes. (De acordo com Gutell, R.R., Weiser, B., Woese, C.R., e Noller, H.F., Prog. 
Nucleic Acid. Res. Mol Biol. 32, 183 [1985].) 
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FIGURA 32.36 Imagem com base em crio-LM do ribossomo 
de 80S de levedura na resolução de 15 À. (a) O ribossomo 
mostrado em uma vista lateral análoga à da Fig. 32.30 do ribos- 
somo de E. coli. A subunidade menor (de 40S) está em amare- 
lo, a subunidade maior (de 60S) está em ciano e o tRNA que 
está ligado no sítio P ribossômico está em verde. Porções desse 
ribossomo que não são homólogas ao RNA ou a proteínas do 
ribossomo de E. coli estão mostradas em dourado, para a subu- 
nidade menor, e em magenta, para a subunidade maior, (6) A 
subunidade menor, isolada por métodos computacionais, mos- 
trada em vista a partir da interface, análoga à do painel esquer- 
do da Fig. 32.32a. (c) A subunidade maior, isolada por métodos 
computacionais, mostrada em vista a partir da interface, aná- 
loga à do painel esquerdo da Fig. 32.326. (Cortesia de Joachim 
Frank, State University of New York at Albany, EUA.) 

Ver Exercícios interativos 



(que consiste em um rRNA 18S de 1.798 nt e 32 proteínas) 
contenha, adicionalmente, um RNA de 256 nt e 11 proteí- 
nas em relação à subunidade 30S de E. coli (Tabela 32.8; 15 
das proteínas de E. coli são homólogas àquelas de levedura), 
ambas exibem uma divisão semelhante em cabeça, pescoço, 
corpo e plataforma (Fig. 32.366 versus Figs. 32.32c e 32.346). 
Muitas das diferenças entre essas duas subunidades ribossômi- 
cas menores estão relacionadas ao RNA e às proteínas adicio- 
nais da subunidade 40S, embora suas porções homólogas exi- 
bam várias diferenças conformacionais. De maneira similar, a 
subunidade 60S de levedura (Fig. 32.35c; que consiste em um 
agregado de 3.671 nt e 45 proteínas) lembra estruturalmente a 
subunidade 50S procariótica (Fig. 32.326), consideravelmente 
menor (Tabela 32.7). O ribossomo de levedura apresenta 16 
pontes intersubunidades, 12 das quais equivalem às 12 que fo- 
ram observadas na estrutura por raios X do ribossomo de T. 
thermophilus, uma conservação evolutiva notável, que indica 
a importância dessas pontes. Além disso, o tRNA que ocupa o 
sítio P do ribossomo de levedura possui uma conformação que 
se assemelha muito mais à do tRNA no sítio P no ribossomo 
de T. thermophilus do que a do tRNA Phe livre. 


B. Síntese de polipeptídeos: Uma visão gerai 

Antes de dar início à discussão detalhada sobre a síntese de 
polipeptídeos, será útil resumir algumas de suas característi- 
cas principais. 

a. A síntese de polipeptídeos ocorre da extremidade 
N-terminal para a C-terminal 

A direção da síntese de polipeptídeos ribossômica foi esta- 
belecida, em 1961, por Howard Dintzis, por experimentos 
de marcação radioativa. Ele expôs reticulócitos que esta- 
vam sintetizando ativamente hemoglobina a resíduos de 
Leu marcados com H por períodos de tempo menores que 
os necessários para sintetizar um polipeptídeo completo. O 
nível de marcação dos polipeptídeos trípticos das molécu- 
las solúveis (completadas) de hemoglobina aumentou com 
a proximidade deles em relação à extremidade C-terminal 
(Fig. 32.37). Os aminoácidos que serão incorporados devem, 
portanto, ser adicionados à extremidade C-terminal do po- 
lipeptídeo em crescimento; ou seja, a síntese polipeptídica 
é realizada da extremidade N-terminal para a extremidade 
C-terminal. 
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N-terminal -► C-terminal 

Número do peptrdeo, cadeia p 

FIGURA 32.37 Demonstração de que a síntese de polipep- 
tídeos ocorre da extremidade N-terminal para a extremidade 
C-terminal. Reticulódtos de coelho foram incubados com [ 3 H] 
leucina. As curvas mostram a distribuição de [ ’H]Leu entre os 
polipeptídeos trípticos solúveis da subunidade da hemoglo- 
bina de coelho após os períodos de incubação indicados. Os 
números no eixo horizontal são identificadores de peptídeos, 
organizados da extremidade N-terminal para a C-terminal. (De 
acordo com Dintzis, H.M., Proc. Natl. Acad. Sei. 47, 255 [1961].) 

b. Os ribossomos leem o mRNA na direção 5' > 3' 

A direção na qual os ribossomos leem o mRNA foi determi- 
nada pela utilização de um sistema de síntese proteica livre 
de células, no qual o mRNA era poli(A) com um C na sua 
extremidade 3'. 

5' A— -A— A A — A — A — C 3' 

Um sistema como esse sintetiza um poli(Lys), que possui um 
resíduo de Asn na sua extremidade C. 

H- 

H 3 N — Lys — Lys — Lys — * * ■ — Lys — Lys Asn COO 

Isso, juntamente com o conhecimento de que AAA e AAC 
codificam Lys e Asn e da polaridade da síntese de polipeptí- 
deos, indica que o ribossomo lê o mRNA na direção 5' 3'. 

Como o mRNA é sintetizado na direção 5'— >3', isso explica a 
observação de que, em procariotos, os ribossomos iniciam a 
tradução em mRNAs nascentes (Seção 31.3). 

c. A tradução ativa ocorre em polirribossomos 
Micrografias eletrônicas, feitas por Rich, revelaram que os 
ribossomos engajados na síntese proteica estão arranjados de 
forma sequencial sobre o mRNA, como contas em um cor- 
dão (Fig. 31.27) para formar agregados conhecidos como po- 
lirribossomos (polissomos). Os polissomos surgem porque, 
depois que um ribossomo ativo liberou o seu sítio de inicia- 
ção sobre um mRNA, um segundo ribossomo pode iniciar a 
tradução a partir desse mesmo sítio. 

Reconstruções de imagem baseadas em Crio-ME de 
polissomos de E. coli, feitas por Ulrich Hartl e Wolfgang 


Baumeister, revelaram que ribossomos adjacentes estão 
densamente empacotados ao longo do mRNA e apresentam 
arranjos escalonados ou pseudo-helicoidais (Fig. 32.38). O 
mRNA está localizado ao longo da parte interna de tais ar- 
ranjos, os sítios de entrada dos tRNAs estão acessíveis e o tú- 
nel de saída do polipeptídeo de cada ribossomo volta-se para 
o citosol. A modelagem sugere que tal arranjo maximiza a 
distância entre as cadeias polipeptídicas nascentes que estão 
saindo de ribossomos vizinhos. Isso reduz a capacidade des- 
ses polipeptídeos incompletamente dobrados de se agrega- 
rem de forma não específica e, assim, aumenta o rendimento 
de proteínas dobradas de forma nativa. 

d. O alongamento da cadeia ocorre pela ligação da cadeia 
poiipeptídica em crescimento ao resíduo de amínoãcido do 
tRNA que chega ao ribossomo 

Durante a síntese poiipeptídica, os resíduos de aminoácidos 
são adicionados sequencialmente à extremidade C-terminal 
da cadeia poiipeptídica nascente ligada ao ribossomo. Se a 
cadeia poiipeptídica em crescimento for liberada do ribosso- 
mo por tratamento com elevadas concentrações de sal, seu 
resíduo C-terminal fica invariavelmente esterificado com 
uma molécula de tRNA, como um peptidil-tRNA: 

tRNA 



c = o 


CH — R„ 

I 

NH 

I 

C = 0 

I 

ÇH R ra -i 
NH 

I 

■ 

■ 

■ 

I 

c = o 

I 

CH — R, 

I 

nh 3 

Peptidil-tRNA 

O polipeptídeo nascente deve, portanto, ser alongado pela 
transferência do peptidil-tRNA para o aminoacil-tRNA que 
está chegando, para formar um peptidil-tRNA com um resí- 
duo a mais (Fig. 32.39). Aparentemente, o ribossomo possui 
pelo menos dois sítios de ligação a tRNA: o sítio peptidil ou 
P, no qual se liga o peptidil-tRNA, e o sítio aminoacil ou A, 
no qual se liga o aminoacil-tRNA que está chegando (Fig. 
32.39). Consequentemente, após a formação de uma ligação 
peptídica, o tRNA recém-deacilado no sítio P deve ser libe- 
rado e substituído pelo peptidil-tRNA recém-formado no sí- 
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FIGURA 32.36 Imagem baseada em crio-ME de um polisso- 
mo de E. coli. O mRNA (que está praticamente escondido) 
está representado por uma linha vermelha, as subunidades ri- 
bossômicas menores estão em amarelo, as subunidades ribossô- 
micas maiores estão em azul acinzentado e os cones vermelhos 
sinalizam o túnel da saída do polipeptídeo em cada subunidade. 
A montagem mostrada apresenta um arranjo ribossômico pseu- 
do-helicoidal, no qual a distância centro a centro entre ribosso- 
mos adjacente tem em média ~ 230 A. Polissomos com alguma 
coisa diferente, embora com arranjos de ribossomos empacota- 
dos de maneira densamente igual, também foram observados. 
(Cortesia de Ulrich Hartl e Wolfgang Baumeister, Max Plank 
Institute of Biochemistry, Martinsreid, Alemanha.) 

tio A, permitindo, dessa forma, a realização de um novo ciclo 
de ligação peptídica. A descoberta, feita por Knud Nierhaus, 
de que cada ribossomo pode ligar-se a até três tRNAs deaci- 
lados, mas apenas a dois aminoacil-tRNAs, indica, contudo, 
que o ribossomo possui um terceiro sítio de ligação a tRNA, 
o sítio de saída ou sítio E, no qual se liga, transitoriamente, o 
tRNA deacilado que está saindo. Todos os três sítios, como 
foi visto (Fig. 32.34), estendem-se sobre ambas as subunida- 
des ribossômicas. 


Os detalhes do processo de alongamento da cadeia são 
discutidos na Seção 32. 3D. A iniciação e a terminação da ca- 
deia, que são processos especiais, são examinadas nas Seções 
32. 3C e 32. 3F, respectivamente. Em todas estas três seções, 
serão considerados primeiramente o processo de interesse 
em E. coli e, depois, será feita comparação com a atividade 
eucariótica análoga. 

C. Iniciação da cadeia 

a. fMet é o resíduo N-terminal dos polipeptídeos 
procari óticos 

A primeira indicação de que a iniciação da tradução neces- 
sita de um códon especial, desde então identificado como 
AUG (e, em procariotos, ocasionalmente GUG), foi a obser- 
vação de que quase metade das proteínas de E. coli iniciam 
com o amino ácido Met, de outra forma incomum. A isso se 
seguiu a descoberta de uma forma peculiar de Met-tRNA Mcl , 
na qual o resíduo de Met é N-formilado: 

s— CH 3 

ch 2 

I 

o ch 2 o 

HC — NH — CH — C — O — tRNA f 5 101 

N-formilmetionina-tRNA ^ 161 

(fMet-tRNAf* et ) 

O resíduo de iV-formilmetionina (fMet) jã apresenta 
uma ligação amida e, portanto, somente pode ser o resíduo 
N-terminal de um polipeptídeo. De fato, polipeptídeos sin- 
tetizados em um sistema de síntese proteica livre de células 
derivado de E. coli sempre possuem um resíduo de fMet na 
extremidade inicial. A fMet deve, portanto, ser o resíduo de 
iniciação em E. coli. 

O tRNA que reconhece o códon de iniciação, o tRNA f Mel 
(Fig. 32.40), difere do tRNA que transporta resíduos de Met 
internos, o tRNA^ e ‘, embora ambos reconheçam o mesmo 
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FIGURA 32.39 Reação de peptidil-transferase 
ribossômica formando uma ligação peptídica. O 

ribossomo catalisa o ataque nucleofílico do grupo 
amino do aminoadl-tRNA no sítio A sobre o éster 
de peptidil-tRNA no sítio P, formando, dessa ma- 
neira, uma nova ligação peptídica e transferindo o 
polipeptídeo nascente para o tRNA no sítio A, en- 
quanto desloca o tRNA do sítio P. 
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FIGURA 32 .40 Sequência de nudeotídeos do tRNA” et de E. 
coli mostrada no formato de folha de trevo. As áreas sombre- 
adas indicam as diferenças significativas entre esse tRNA ini- 
ciador e tRNAs não iniciadores, como o tRNA Alil de levedura 
(Fig. 32.8). (De acordo com Woo, N.M., Roe, B.A., e Rich, A., 
N ature 286, 346 [1980].) 


códon. Em E. coli , o tRNA f Mct não carregado (deacilado) é 
primeiramente aminoacilado com metionina, pela mesma 
MetRS que carrega o tRNA“ Lt . O Met-tRNAf et resultante é 
N-formilado especificamente para gerar BMet-tRNAf et , por 
uma reação enzimática que utiliza Ã lü -formiltetra-hidrofola- 
to (Seção 26.4D) como o doador do grupo formila. A enzima 
de formilação não reconhece o Met-tRNA;^ 1 . As estruturas 
por raios X do tRNA r Mcl de E. coli e do tRNA Phl '' de levedura 
(Fig. 32.116) são bastante semelhantes, mas diferem na con- 
formação de suas hastes acep toras e alças do anticódon. Tal- 
vez essas diferenças estruturais permitam que o tRNA r Mut sej a 


distinguido do tRNA^ ct nas reações de iniciação e de alonga- 
mento da cadeia (ver Seção 32.3D). 

As proteínas de E. coli são modificadas após a tradução 
pela deformilase, que de formila hidroliticamente seus resídu- 
os de f Met e, em muitas proteínas, pela remoção subsequente 
do resíduo de Met N-terminal resultante. Esse processamento 
normalmente ocorre no polipeptídeo nascente, o que expli- 
ca a observação de que as proteínas maduras de E. coli não 
possuem fMet. 

b. O pareamento de bases entre o mRNA e o rRNA 16S ajuda 
a selecionar o sítio de iniciação da tradução 
O códon AUG codifica tanto resíduos de Met internos como 
o resíduo de Met que inicia um polipeptídeo. Além disso, os 
mRNAs normalmente contêm muitos AUGs (e GUGs) em 
diferentes fases de leitura. É claro, portanto, que um sítio de 
iniciação da tradução deve ser especificado por mais do que 
apenas um códon de iniciação. Isso ocorre de duas maneiras: 
(1) o mascar amento dos AUGs que não são códons de inicia- 
ção por estruturas secundárias do mRNA; e (2) interações 
entre o mRNA e o rRNA 16S que selecionam o AUG inicia- 
dor, como será discutido agora. 

O rRNA 16S contém uma sequência rica em pirimidinas 
na sua extremidade 3'. Essa sequência, como John Shine e 
Lynn Dalgarno demonstraram em 1974, é parcialmente 
complementar a uma região de 3 a 10 nudeotídeos rica 
em purinas, a sequência de Shine-Dalgarno, que esta lo- 
calizada a — 10 nudeotídeos a montante do códon de ini- 
ciação de praticamente todos os mRNAs procarióticos 
conhecidos (Fig. 32.41). Interações de pareamento de ba- 
ses entre a sequência de Shine-Dalgarno de um mRNA e o 
rRNA 16S aparentemente permitem que o ribossomo se- 
lecione o códon de iniciação apropriado. Assim, ribosso- 
mos com sequências anti-Shine-Dalgarno alteradas por 
mutação com frequência apresentam uma grande redução 
da capacidade de reconhecerem mRNAs naturais, embora 
eles possam traduzir de maneira eficiente mRNAs cujas se- 
quências de Shine-Dalgarno foram alteradas de forma a 
ficarem complementares às sequências anti-Shine-Dalgarno 
mutantes. Além disso, o tratamento dos ribossomos com a 
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FIGURA 32.41 Algumas sequências de iniciação da tradução reconhecidas pelos ribossomos de E. coli. Os mRNAs estão alinha- 
dos de acordo com seus códons de iniciação {sombreados em azul). Suas sequências de Shine-Dalgarno {sombreadas em vermelho ) 
são complementares, considerando-se pares G • U, à extremidade 3 f do rRNA 16S {sombreada em verde , abaixo). (De acordo com 
Steitz, J. A., in Chambliss, G., Craven, G.R., Davies, J., Davis, K., Kahan, L., e Nomura, M. (Eds.), Ribosomes. Structure, Function 
and Genetics,p. 481-482, University Park Press [1979].) 
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proteína bactericida colicina E3 (produzida por linhagens 
de E. coli portadoras do plasmídeo E3), que cliva especifi- 
camente um fragmento de 49 nucleotídeos da extremidade 3' 
do rRNA 16S, leva à formação de ribossomos incapazes de 
iniciar a síntese de novos polipeptídeos, mas que são capazes 
de finalizar a síntese de uma cadeia iniciada previamente. 

A estrutura por raios X do ribossomo de 70S revela, em 
concordância com a Fig. 32.30, que um segmento de ~ 27 
nt do mRNA fica no interior de uma fenda que circunda o 
pescoço da subunidade de 30S (Fig. 32.42). Os códons do 
mRNA nos sítios A e P ficam expostos no lado da interfa- 
ce da subunidade de 30S (como na Fig. 32.34Ò), enquanto 
suas extremidades 5' e 3' ficam no interior de túneis com- 
postos de RNA e proteínas. A sequência de Shine-Dalgamo 
do mRNA, que está localizada próxima da extremidade 5' 
da molécula, parei a suas bases, como esperado, com a se- 
quência anti-Shine-Dalgarno do rRNA 16S, que está situada 
próxima ao sítio E. O segmento de dupla-hélice resultante 
é acomodado em uma fenda formada tanto por elementos 
de RNA como de proteína da cabeça, do pescoço e da 
plataforma da subunidade de 30S (Fig. 32.26). 



FIGURA 32.42 Trajeto do mRNA ao longo da subunidade de 
30S do ribossomo, visualizado a partir do lado da interface. O 

RNA 16S está em ciano, o mRNA de 27 nucleotídeos está re- 
presentado em forma de tubo, com seus códons dos sítios A e 
P em cor de laranja e vermelho, a hélice de Shine-Dalgarno (a 
qual inclui um segmento do RNA 16S) em magenta e os seg- 
mentos restantes em amarelo. As proteínas S3, S4 e S5 estão em 
verde, as proteínas S7, Sll e S12 estão em púrpura e as proteí- 
nas ribossômicas restantes foram omitidas para simplificação. 
As proteínas S3, S4 e S5, que formam, em parte, o túnel através 
do qual o mRNA penetra no ribossomo, podem funcionar 
como uma helicase para removerem estruturas secundárias do 
mRNA que poderiam, de outra forma, interferir com a ligação 
do tRNA. (Cortesia de Gloria Cuíver, Iowa State University, 
EUA. Com base em uma estrutura por raios X de Harry Noller, 
University of Califórnia at Santa Cruz, EUA. PDBid 1JGO.) 


c. A Iniciação procariótica é um processo de três etapas 
que necessita da participação de fatores de iniciação 
proteicos solúveis 

Ver Exploração guiada 28: Iniciação da tradução Os ribosso- 
mos intactos não se ligam diretamente ao mRNA para iniciar 
a síntese polipeptídica. Na realidade, a iniciação é um pro- 
cesso complexo, no qual as duas subunidades ribossômicas 
e o fMet-tRNAf íe ' são reunidas sobre um mRNA alinhado 
adequadamente, para formar um complexo que é competente 
para iniciar o alongamento da cadeia. Esse processo de mon- 
tagem também necessita da participação de proteínas deno- 
minadas fatores de iniciação, que não estão associadas de 
forma permanente com o ribossomo. A iniciação em E. coli 
envolve três fatores de iniciação, designados como IF-1, IF-2 
e IF-3 (Tabela 32.9). A existência desses fatores foi descober- 
ta quando foi observado que a lavagem das subunidades ri- 
bossômicas menores com uma solução de cloreto de amónia 
1 M, que remove os fatores de iniciação, mas não as proteí- 
nas ribossômicas “permanentes”, impedia a iniciação. 

TABELA 32.9 Os fatores proteicos solúveis da síntese proteica 

de E. coli 

Número de 


Fator 

resíduos* 

Função 

Fatores de iniciação 



IF-1 

71 

Auxilia a ligação do IF-3 

IF-2 

890 

Liga-se ao tRNA 



iniciador e a GTP 

IF-3 

180 

Libera o mRNA e o 



tRNA da subunidade 



de 30S reciclada e 



auxilia em uma nova 



ligação de mRNA 

Fatores de alongamento 



EF-Tu 

393 

Liga-se ao aminoacil-tRNA 



e a GTP 

EF-Ts 

282 

Desloca o GDP do EF-Tu 

EF-G 

703 

Promove o translado 



pela ligação e hidrólise 



de GTP 

Fatores de liberação 



RF-1 

360 

Reconhece os códons de 



Parada UAA e UAG 

RF-2 

365 

Reconhece os códons de 



Parada UAA e UGA 

RF-3 

528 

Estimula a liberação de 



RF-1 /RF-2 pela 
hidrólise de GTP 

RRF 

185 

Juntamente com EF-G, 


induz a dissociação do 
ribossomo nas 


subunidades menor e 
maior 

* Todos os fatores de tradução de E. coli são proteínas monomérícas. 
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A sequência de iniciação nos ribossomos de E. coli apre- 
senta três etapas (Fig. 32.43): 

1. Ao completar um ciclo de síntese polipeptídica, as su- 
bunidades de 30S e 50S são separadas (Seção 32.3Fa). IF-3, 
então, se liga à subunidade de 30S, de forma a impedir sua 
reassociação com a subunidade de 50S. A estrutura por 
raios X da subunidade de 30S em complexo com o domínio 
C-terminal do IF-3 (que por si só impede a associação das su- 
bunidades de 30S e 5ÕS), determinada por Yonath e François 
Franceschi, indica que o IF-3 se liga na extremidade superior 
da plataforma (Fig. 32.26), sobre o seu lado do solvente (pos- 
terior). Portanto, o IF-3 não atua bloqueando fisicamente a 
ligação da subunidade de 50S. 
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FIGURA 32.43 Rota de iniciação da tradução em E. coli. O 

sítio E, que não está ocupado durante esse processo, foi omiti- 
do para simplificação. 


2. O mRNA e o IF-2, em um complexo ternário com GTP 
e fMet-tRNA^ 1 , que é acompanhado por IF-1, ligam-se sub- 
sequentemente à subunidade de 30S em qualquer ordem. 
Portanto, o reconhecimento do fMet-tRNÀf ct não deve ser 
mediado por uma interação códon-anticódon. Apesar disso, a 
interação códon-anticódon auxilia na ligação do fMet-tRNA^ 1 
ao ribossomo. IF-1 se liga no sítio A, onde ele pode funcionar 
para impedir a ligação inadequada ou prematura de um tRNA. 
O IF-3 também atua nessa etapa do processo de iniciação: ele 
desestabiliza a ligação de tRNAs que não possuem os três 
pares de bases G • C na haste do anticódon, que ocorrem no 
RNAf et (Fig. 32.40), e auxilia na discriminação entre intera- 
ções códon-anticódon pareadas e malpareadas. 

3. Finalmente, em um processo que é precedido pela libera- 
ção de IF-1 e IF-3, a subunidade de 50S se une ao complexo 
de iniciação de 30S, de uma maneira que estimula IF-2 a hi- 
drolisar GTP ligado a ele em GDP + P ; . Essa reação irrever- 
sível reorganiza conformacionalmente a subunidade 30S e li- 
bera o IF-2 para participar de reações de iniciação adicionais. 

O IF-2 é um membro da superfamília de GTPases regula- 
doras, tal como Ras, e, portanto, é uma proteína G (Seção 
19. 2 A). O complexo de iniciação de 30S, portanto, funcio- 
na como sua GAP (proteína ativadora de GTPase; Seção 
19.2Ca). 

A iniciação resulta na formação de um complexo fMet- 
-tRNAf e! • mRNA • ribossomo, no qual o fMet-tRNAf eí 
ocupa o sítio P do ribossomo, enquanto o sítio A está apto 
a receber um aminoacil-tRNA entrante (uma organização 
similar àquela da finalização de um ciclo de alongamento; 
Seção 32.3D). De fato, o tRNAf ct é o único tRNA que entra 
diretamente no sítio P. Todos os demais tRNAs devem fazer 
isso pelo sítio A, durante o alongamento da cadeia (Seção 
32. 3 D). Essa organização foi estabelecida pela utilização do 
antibiótico puromicina, como é discutido na Seção 32.3Df. 

d. A iniciação eucaríótica é bem mais complexa do que a 
procariótica 

Embora a iniciação da tradução em eucariotos lembre 
aquela em procariotos, ela é, na realidade, um processo 
bem mais complicado. Enquanto a iniciação procariótica 
necessita apenas da assistência de três fatores de iniciação 
monoméricos, a de eucariotos envolve a participação de 
pelo menos 11 fatores de iniciação (designados elFn; “e” 
de eucariótico), que consistem em pelo menos 26 cadeias 
polipeptídicas. A iniciação eucariótica ocorre como descrito 
a seguir (Fig. 32.44): 

1. O processo inicia com a ligação do eIF3 (que em mamí- 
feros consiste em 13 subunidades diferentes) e do elFlA (um 
monômero homólogo ao IF-1 bacteriano) à subunidade 40S 
no ribossomo 80S inativo (que terminou o seu ciclo de alon- 
gamento anterior) , e isso libera a subunidade 60S. 

2. O complexo ternário de eIF2 (um heterotrímero), GTP 
e Met-tRNAf et liga -se à subunidade ribossômica 40S, acom- 
panhado por elFl (um monômero), para formar o chama- 
do complexo de pré-iniciação 43S. Aqui, o subscrito “i” no 
tRNA; distingue esse tRNA iniciador eucariótico, cujo 
resíduo de Met ligado nunca é formilado, daquele de proca- 
riotos; apesar disso, essas duas espécies de tRNA podem ser 
intercambiadas in vitro sem problemas. 
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FIGUR, 32,44 Rota de inidação da tradução em eucariotos. Os fatores de iniciação estão representados por retângulos colori- 
dos onde eles aparecem pela primeira vez no processo e, depois, por círculos da mesma cor. Os complexos de ordem superior são 
hipotéticos. Vários fatores de inidação (4A, 4B, 4E, 4G e 4H) foram deixados de fora do complexo de iniciação de 48S para sim- 
plificação. (Com base em um esquema de Hershey, J.W.B., e Meriick, W.C., in Sonenberg, N., Hershey, J.W.B., e Mathews, M.B. 
[Eds.], Translational Control ofGene Expression , Cold Spring Harbor Laboratory Press [2000J.) 
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3. Os mRNAs eucarióticos não apresentam sequências 
complementares capazes de parear com o rRNA 18S, como 
ocorre com a sequência de Shine-Dalgarno e o rRNA 16S 
procariótico. Os eucariotos têm, em vez disso, um mecanis- 
mo completamente diferente para o reconhecimento do có- 
don de iniciação AUG do mRNA Os mRNAs eucarióticos, 
que, em sua imensa maioria, possuem um cap de m G e uma 
cauda de poli(A) (Seção 31.4Ab), são invariavelmente mo- 
nocistrônicos e quase sempre iniciam a tradução no primeiro 
AUG. Esse AUG, que ocorre no final de uma região 5' não 
traduzida de 50 a 70 nt, está inserido na sequência consensual 
GCCRCCAUGG, com alterações na purina (R) que fica 3 
nt antes do AUG ou na G imediatamente após esse códon, 
reduzindo, cada uma delas, em ~ 10 vezes a eficiência de tra- 
dução; outras alterações têm efeitos muito menores. Além 
disso, estruturas secundárias (hastes com alças) no mRNA a 
montante do sítio de iniciação podem afetar a eficiência da 
iniciação. 

O reconhecimento do sítio de iniciação começa pela 
ligação do eIF4F no quepe de m G. O eIF4F é um comple- 
xo heterotrimérico de eIF4E, eIF4G e eIF4A (todos mo 
nômeros), no qual o eIF4E (uma proteína de ligação ao 
quepe) reconhece o quepe de m G do mRNA e o eIF4G 


(a) 



serve de esqueleto para unir eIF4E a eIF4A. As estruturas 
por raios X e de RM do eIF4E em complexo com m 7 GDP, 
determinadas por Nahum Sonenberg e Stephen Burley e 
por Sonenberg e Gerhard Wagner, revelam que a proteína 
liga-se à base da m 7 G, intercalando-a entre dois resíduos de 
Trp altamente conservados (Fig. 32.45a) em uma região que 
está adjacente a uma fenda positivamente carregada, que 
forma um sítio putativo de ligação a mRNA (Fig. 32.456). 
A base da m G é reconhecida especificamente pela for- 
mação de ligações de hidrogênio com cadeias laterais da 
proteína, de uma maneira similar a um pareamento de ba- 
ses G • C. O eIF4G também se liga à proteína de ligação a 
poli (A) (PABP; Seção 31.4Ab) que está associada à cauda 
de poli(A) do mRNA, circularizando, assim, o mRNA (não 
mostrado na Fig. 32.44). Embora isso explique o sinergismo 
entre o quepe de m'G e a cauda poli(A) de um mRNA na 
estimulação da iniciação da tradução, a função desse círcu- 
lo ainda não é clara. Entretanto, uma hipótese atraente é a 
de que ele torne possível que um ribossomo que terminou 
a tradução do mRNA a reinicie sem a necessidade de ser 
desmontado e montado novamente. Outra possibilidade 
é a de que ele impeça a tradução de mRNAs incompletos 
(quebrados). Essa circularização, como foi visto na Seção 


(b) 



FIGURA 32.45 Estrutura por raios X do elF4E de camundongo em complexo com o m 7 GDP, análogo ao quepe de m 7 G. (a) O 

sítio de ligação a m GDP com o m GDP e as cadeias laterais que se ligam a ele representados na forma de esferas e bastões, com os 
átomos do m GDP coloridos de acordo com o tipo (C verde, N amarelo-escuro, O vermelho e P amarelo-claro) e as cadeias laterais 
das proteínas com as quais o m GDP interage representadas em várias cores. Ligações de hidrogênio, pontes salinas e interações de 
van der Waals estão representadas por linhas pontilhadas e as moléculas de água, que estabelecem as pontes, estão representadas 
por esferas pretas, A base m 7 G está intercalada entre os anéis indólicos do Trp 56 e do Trp 102, onde ela interage especificamente 
com as cadeias laterais da proteína por ligações de hidrogênio e interações de van der Waals. Os grupos fosfato do GDP interagem 
direta e indiretamente com três cadeias laterais básicas. (6) A superfície acessível ao solvente do eLF4E, colorida de acordo com 
seu potencial eletrostático (vermelho para negativo, azul para positivo e branco para neutro) e visualizada aproximadamente como 

■”JT ^ ^ ^ 

na Parte a. O m GDP está representado na forma de esferas e bastões, colorido como na Parte a. O mRNA presumivelmente liga- 
-se na fenda carregada positivamente (seta amarela), que é adjacente ao sítio de ligação da m G e passa entre a Lys 159 e a Ser 209. 
(Cortesia de Nahum Sonenberg, McGill University, Montreal, Québec, Canadá. PDBid 1EJ1.) 
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31.4Av, também protege o mRNA da degradação por im- 
pedir a ação da enzima que remove o cap até que a cauda de 
poli(A) do mRNA tenha sido encurtada até o ponto em que 
ela não pode mais se ligar à PABP. 

4. O cIF4B (um homodímero que contém RRM) e o 
eIF4H (um monômero) unem-se ao complexo eIF4F- 
-mRNA. Nesse complexo, eles estimulam a atividade de 
helicase de RNA do eIF4A, que desenrola os segmentos he- 
licoidais do mRNA em um processo dependente de ATP. 
Presumivelmente, isso também remove as proteínas que 
estão ligadas ao mRNA (Seção 31.4Au). O eIF4A é o pro- 
tótipo da família DEAD-òar de proteínas (também conhe- 
cida como famílias DexD/H de proteínas, Seção 31.4Au), 
assim denominada devido a um dos motivos de sequência 
compartilhado por diversos de seus membros; todos eles 
com atividade de NTPase. 

5. O complexo eIF4F-mRNA-eIF4B-eIF4H se une ao 
complexo de pré-iniciação 43S, por uma interação proteína- 
-proteína entre o eIF4G e o eIF3 ligado à subunidade 40S. 
Isso difere de forma substancial do processo procariótico 
correspondente (Fig. 32.43), no qual o mRNA é ligado à su- 
bunidade ribossômica 30S por associações entre moléculas 
de RNA (envolvendo a sequência de Shine-Dalgarno e a 
interação códon-anticódon). 

6. O eIF5 (um monômero) se une ao conjunto em cres- 
cimento. O complexo de pré-iniciação desloca-se então ao 
longo do mRNA, em um processo dependente de ATP e 
denominado varredura (de scanning ), até encontrar o códon 
de iniciação AUG, que se encontra, de forma ideal, dentro 
da sequência GCC(A/G)CCAUGG. Isso cria o complexo de 
pré-iniciação 48S. O reconhecimento do AUG ocorre prin- 
cipalmente por pareamento de bases com o CUA do anti- 
códon do Met-tRNAf et ligado, como foi demonstrado pela 
observação de que mutações nesse anticódon resultam no 
reconhecimento de um outro códon cognato, ao invés de 
AUG. Isso explica porque o tRNA iniciador deve se ligar à 
subunidade menor antes do mRNA. 

7. A formação do complexo de pré -iniciação 48S induz o 
eIF2 a hidrolisar o GTP ligado a ele em GDP + P ; , o que re- 
sulta na liberação de todos os fatores de iniciação. Isso deixa, 
portanto, o Met-tRNA^ LÍ no sítio P da subunidade menor. A 
reação de hidrólise é estimulada pelo eIF5, que atua como 
uma GAP (Seção 19.2Ca). 

8. A subunidade 60S então se une ao complexo mRNA- 
-Met-tRNA^ 1 da subunidade 40S, em uma reação de 
GTPase mediada pelo elFSB (um monômero homólogo ao 
IF-2 bacteriano), gerando, assim, o complexo de iniciação 
ribossômico 80S. Portanto, a iniciação da tradução eucarió- 
tica consome dois GTPs, contra um da iniciação procariótica 
(Fig. 32.43). 

9. O que resta para ser feito é a reciclagem do complexo 
eIF2 • GDP, pela troca de seu GDP por GTP. Essa reação é 
mediada pelo eIF2B (um heíeropentâmero), que funciona, 
portanto, como o GEF (de guanine nucleotide exchange fac- 
tor, fator de troca de nucleotídeo de guanina; Seção 19.2Ca) 
do eIF2. 

Muitos fatores de iniciação eucarió ticos estão sujeitos à fos- 
forilação/desfosforilação e são, portanto, prováveis partici- 


pantes do controle da tradução em eucariotos, um assunto 
que será discutido na Seção 32.4. 

Embora os sítios de iniciação da maioria dos mRNAs eu- 
carió ticos sejam identificados pelo mecanismo de varredura 
descrito anteriormente, alguns poucos mRNAs possuem um 
sítio interno de entrada do ribossomo (IRES, de internai ri- 
bosome entry site), ao qual a subunidade 40S pode se ligar 
diretamente, em um processo que lembra a iniciação proca- 
riótica. Entretanto, pouco se sabe sobre o mecanismo de ini- 
ciação com base em IRES. De fato, os IRESs não possuem 
sequências consensuais claramente identificáveis. 

D. Alongamento da cadeia 

ifôs Ver Exploração guiada 29: Alongamento da tradução Ribossomos 
alongam a cadeia polipeptídica em um ciclo de reação de três 
etapas , que adiciona resíduos de aminoácidos a uma extremi- 
dade C-terminal de polipeptídeo em crescimento (Fig. 32.46). 

L Decodificação, na qual o ribossomo seleciona e liga-se 
a um aminoacil-tRNA, cujo anticódon é complementar ao 
códon do mRNA no sítio A. 

2. Transpeptidação, na qual o grupo peptidila do tRNA no 
sítio P é transferido para o grupo aminoacila no sítio A, pela 
formação de uma ligação peptídica (Fig. 32.39). 

3. Translocação, no qual os tRNAs no sítio A e no sítio P 
são transferidos para os sítios P e E, respectivamente, acom- 
panhados pelo mRNA ligado a eles; ou seja, o mRNA, jun- 
tamente com os tRNAs com os quais está pareando bases, é 
deslocado através do ribossomo por um códon. 

O alongamento da tradução, que ocorre em uma velocidade 
de 10 a 20 resíduos/s, envolve a participação de várias pro- 
teínas não ribossômicas, conhecidas como fatores de alonga- 
mento (Tabela 32.9). Esses processos são descritos nos pará- 
grafos seguintes. 

a. Decodificação 

Na etapa de decodificação do ciclo de alongamento de E. 
coli, um complexo binário de GTP com o fator de alonga- 
mento EF-Tu (também denominado EF1A) combina-se 
com um aminoacil-tRNA. O complexo ternário resultante 
liga-se ao ribossomo e, em uma reação que hidrolisa o GTP 
em GDP o aminoacil-tRNA é ligado, em um complexo 
códon-anticódon, ao sítio A ribossômico e o EF-Tu • GDP 
+ P. é liberado. No restante dessa etapa, o GDP ligado é 
substituído por GTP, em uma reação mediada pelo fator de 
alongamento EF-Ts (também denominado EF1B). O Ef-Tu, 
assim como vários outros fatores ribossômicos que se ligam 
ao GTP, é uma proteína G e, portanto, o ribossomo funciona 
como sua GAP e EF-Ts como seu GEF. 

Os aminoacil-tRNAs podem se ligar ao sítio A ribos- 
sômico sem a mediação do EF-Tu, mas com uma frequên- 
cia muito baixa para sustentar a multiplicação celular. A 
importância do Ef-Tu é indicada pelo fato de que ele é a 
proteína mais abundante de E. coli\ ele está presente em ~ 
100.000 cópias por célula (> 5% da proteína celular), o que 
corresponde aproximadamente ao número de moléculas de 
tRNA na célula. Como consequência, todo o conjunto de 
aminoacil-tRNAs da célula está , essencialmente, sequestrado 
por EF-Tu. 
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FIGURA 32.46 O ciclo de alongamento nos ribossomos de E. coli. O sítio B, para o qual os tRNAs descarregados são transferi- 
dos antes de serem liberados para a solução, não é mostrado. O alongamento eucariótico ocorre de forma semelhante, mas o EF- 
-Tu e o EF-Ts são substituídos por uma única proteína de múltiplas subunidades, eEF-1, e o EF-G é substituído pelo eEF2. 


b. EF-Tu é estericamente impedido de se ligar ao tRNA 
iniciador 

A estrutura por raios X do complexo ternário Phe-tRNA Phc 
• EF-Tu * GMPPNP (o GMPPNP é um análogo não hidroli- 
sável de GTP; Seção 19.3Ch), determinada por Brian Clark e 
Jens Nyborg, revela que essas duas macromoléculas se asso- 
ciam para formar um complexo em forma de saca-rolhas, no 
qual o EF-Tu e a haste aceptora do tRNA formam uma ala- 
vanca semelhante a uma maçaneta e a hélice do anticódon do 
tRNA forma o parafuso (Fig. 32.47). A conformação do tR- 
NA Phc no complexo assemelha-se bastante àquela da molécu- 
la não complexada (Fig. 32.11b). O EF-Tu se enovela em três 
domínios distintos conectados por peptídeos flexíveis, como 
contas em um cordão. O domínio 1, N-terminal, que se liga 
aos nucleotídeos de guanina e catalisa a hidrólise de GTP, se 
assemelha estruturalmente a outras proteínas G conhecidas. 

As duas macromoléculas associam-se, muito tenuamen- 
te, por três regiões principais: (1) o segmento CCA-Phe da 
extremidade 3' do Phe-tRNA Pm; liga-se em uma fenda entre 
os domínios 1 e 2 do EF-Tu (o domínio azul e verde, com pre- 
domínio de hélices, e o domínio amarelo de folhas p na Fig. 
32.47), que termina em um bolsão grande o bastante para 
acomodar todos os resíduos de aminoácidos; (2) o 5'-fosfato 


do tRNA se liga em uma depressão na junção dos três do- 
mínios do EF-Tu; e (3) um lado da haste Tt|;C do tRNA faz 
contatos com a cadeia principal e as cadeias laterais expostas 
do domínio 3 C-terminal do EF-T u (o domínio contendo um 
barril p cor de laranja e vermelho na Fig. 32.47). A firme as- 
sociação do grupo aminoacila com o EF-Tu parece aumentar 
muito a afinidade do EF-Tu pelo tRNA, que, de outra forma, 
ficaria fracamente associado ao fator. Isso explica por que o 
EF-Tu não se liga a tRNAs alongadores não carregados. 

O EF-Tu não se liga a aminoacil- tRNAs formilados, 
nem ao Met-tRNAf el não formilado, o que explica por que 
o tRNA iniciador nunca reconhece códons AUG ou GÜG 
internos. O primeiro par de bases do tRNA f Mel é malpareado 
(C • A; Fig. 43-40) e, portanto, esse tRNA iniciador apresen- 
ta um prolongamento 3' de 5 nt, em vez dos 4 nt do de um 
tRNA alongador. Parece provável que esse malpareamento, 
juntamente com o grupo formila, impeça o fMet-tRNAf cl de 
ligar-se ao EF-Tu. De fato, o EF-Tu liga-se a um tRNAf 1 ct de 
E. coli cujo resíduo de C da extremidade 5' -terminal foi de- 
saminado por tratamento com bissulfito (Seção 30.7b), o que 
restabelece o par de bases “faltante” como U * A. De forma 
similar, o Sec-tRNA s ' JC , ao qual o EF-Tu também não se liga 
(o fator que se liga ao See-tRNA Scc é SELB; Seção 32.2De), 
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FIGURA 32.47 A estrutura por raios X do complexo ternário 
de Phe-tRNA 1 h<: de levedura, EF-Tu de Thermus aquaticus e 

GMPPNP. O Ef-Tu está mostrado na forma de fitas, colorido 
na ordem das cores do arco-íris, a partir da sua extremidade 
N ( azul) para a sua extremidade C {vermelho). O tRNA está 
mostrado na forma de bastão, colorido de acordo com o tipo de 
átomo, com C verde, N azul, O vermelho e P cor de laranja e 
com tubos cor de laranja conectando átomos de P sucessivos. O 
resíduo aminoacil-Phe ligado ao tRNA e o GMPPNP que está 
ligado ao EF-Tu estão representados na forma de volume atô- 
mico, com átomos de C em ciano e amarelo, respectivamente. 
Os dois íons Mg 2 ligados estão representados por esferas em 
magenta. (Com base em uma estrutura por raios X de Jens Ny- 
borg, University of Aarhus, Arhus, Dinamarca. PDBid 1TTT.) 


tem 8 pb em sua haste aceptora, contra 7 pb nas hastes acep- 
toras de outros tRNAs de alongadores. Entretanto, tRNAs 
iniciadores de várias fontes apresentam hastes aceptoras 
com bases totalmente pareadas, e o par de bases U1*A72 do 
tRNA Gln é aberto ao ligar -se à GlnRS (Seção 32.2Cc). 

c. EF-Tu passa por uma mudança conformacional importante 
ao hidrolisar GTP 

Morten Kjeldgaard e Nyborg determinaram as estruturas 
por raios X do EF-Tu de T. aquaticus (de 405 resíduos) em 
complexo com GMPPNP e do EF-Tu de E. coli (de 393 re- 
síduos), 70% idêntico ao de T. aquaticus, em complexo com 



FIGURA 32.48 Comparação entre as estruturas por raios X do 
EF-Tu em seus complexos com o GDP e o GMPPNP. A pro- 
teína está representada por seu esqueleto de C a , com o domínio 
1, seu domínio de ligação a GTP, em púrpura, no complexo 
com o GDP, e em vermelho, no complexo com GMPPNP. Os 
domínios 2 e 3, que apresentam a mesma orientação em ambos 
os complexos, estão em verde e azul. Os GDP e GMPPNP liga- 
dos estão mostrados em forma de bastões, com C em amarelo, 

N em azul, O em vermelho e P em verde. (Cortesia de Morten 
Kjeldgaard e Lens Nyborg, University of Aarhus, Arhus, Dina- 
marca. PDBid 1EFT.) Ver Exercício interativo 45 


GDP (Fig. 32.48). A conformação do EF-Tu em seu com- 
plexo apenas com GMPPNP se assemelha bastante àquela 
em seu complexo ternário com Phe-tRNA ptu: e GMPPNP 
(Fig. 32.47). Entretanto, a comparação dos complexos com 
GMPPNP e GDP indica que, ao hidrolisar GTP ligado a 
ele, o EF-Tu sofre uma grande reorganização estrutural. As 
maiores modificações conformacionais locais ocorrem nas 
regiões Switch I e Switch II do domínio 1, que, em todas as 
proteínas G, sinalizam o estado do nucleotídeo ligado para 
os seus parceiros interagentes (Seção 19.2Cb; aqui domínios 
2 e 3): Switch I converte-se de um grampo p em uma hélice 
a curta e a hélice a de Switch II desloca-se 4 resíduos em 
direção à extremidade C-terminal. Como consequência, essa 
última hélice reorienta-se 42°, o que resulta na mudança da 
orientação do domínio 1, que se mantém rígido, em relação 
aos domínios 2 e 3, por uma rotação drástica de 91°. O sítio 
de ligação do tRNA é, portanto, eliminado. 

d. O EF-Ts rompe a ligação do GDP com o EF-Tu 
O EF-Tu apresenta uma afinidade 100 vezes maior por GDP 
do que por GTP. Portanto, a substituição do GDP ligado ao 
EF-Tu por GTP deve ser facilitada pela interação do EF-Tu 
com o EF-Ts (Fig. 32.46). A estrutura por raios X do com- 
plexo EF-Tu * EF-Ts, determinada por Stephen Cusack e 
Reuben Leberman, revela que o EF-Tu apresenta uma con- 
formação similar àquela de seu complexo com o GDP (Fig. 
32.49), mas com seus domínios 2 e 3 girando ~ 18° para longe 
do domínio 1. O EF-Ts é uma molécula alongada que se liga 
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FIGURA 32.49 Estrutura por raios X do complexo EF-Tu ■ 
EF-Ts de E. coli. Os domínios 1, 2 e 3 do EF-Tu estão em ma- 
genta, verde e ciano, respectivamente, e o EF-Ts está em cor de 
laranja. (Com base em uma estrutura por raios X de Stephen 
Cusack e Reuben Leberman, EMBL, Grenoble Cedex, França. 
PDBid 1EFU.) 


ao longo do lado direito do EF-Tu, como mostrado na Fig. 
32.49, onde faz contato com os domínios 1 e 3. As interações 
intrusivas das cadeias laterais do EF-Ts com o bolsão de li- 
gação a GDP no domínio 1 do EF-Tu desorganizam o sítio 
de ligação do íon Mg 2 . Isso reduz a afinidade do EF-Tu por 
GDP, facilitando, dessa forma, a sua troca por GTP (depois 
que o EF-Ts tenha se dissociado), que está em uma concen- 
tração 10 vezes maior do que GDP na célula (o segmento 
contendo GEF de Sos interfere de maneira similar com a li- 
gação de Mg 2 e, por conseguinte, com a ligação de Ras a nú- 
cleo tídeos de guanina; Seção 19. 3 Cf). A ligação subsequente 
ao EF-Tu de um tRNA alongador carregado aumenta a sua 
afinidade por GTP. 


e. Transpeptidação 

Na etapa de transpeptidação do ciclo de alongamento (Fig. 
32.46), a ligação peptídica é formada pelo deslocamento nu- 
cleofflico do tRNA do sítio P pelo grupo amino (ligado na 
extremidade 3') do aminoacil-tRNA que está no sítio A (Fig. 
32.39). A cadeia polipeptídica nascente é, portanto, alonga- 
da um resíduo em sua extremidade C-terminal e transferida 
para o tRNA no sítio A. A reação ocorre sem a necessidade 
de cofatores ativadores, como o ATP, porque a ligação éster 
entre o polipeptídeo nascente e o tRNA no sítio P é uma li- 
gação de “alta energia”. O centro de peptidil-transferase que 
catalisa a formação da ligação peptídica está inteiramente lo- 
calizado na subunidade maior, como é demonstrado pela ob- 
servação de que, em altas concentrações de solventes orgâni- 
cos, como o etanol, a subunidade maior é capaz de catalisar 
sozinha a formação da ligação peptídica. O solvente orgânico 
aparentemente distorce a subunidade maior de uma maneira 
que mimetiza o efeito da ligação da subunidade menor. 

f. A puromicina é um análogo de amlnoacil-tRNAs 

O ciclo de alongamento ribossômico foi originalmente ca- 
racterizado pela utilização do antibiótico puromicina (Fig. 
32.50). Esse produto de Streptomyces alboniger, que é seme- 
lhante à extremidade 3' do Tyr-tRNA, causa a terminação 
prematura da síntese de uma cadeia polipeptídica. A puro- 
micina, em competição com o aminoacil-tRNA especificado 
pelo mRNA, mas sem a necessidade dos fatores de alonga- 
mento, liga-se ao sítio A ribossômico, que, por sua vez, cata- 
lisa uma reação de transpeptidação normal para formar pep- 
tidil-puromicina. Contudo, o ribossomo não pode catalisar a 
reação de transpeptidação no ciclo de alongamento seguinte, 
porque o “resíduo de aminoácido” da puromicina está ligado 
ao seu “tRNA” por uma ligação amida, e não por uma liga- 
ção éster. A síntese do polipeptídeo é portanto abortada e a 
peptidil-puromicina é liberada. 

Na ausência do fator de alongamento EF-G (ver a se- 
guir), um ribossomo ativo não pode se ligar à puromicina, 
porque seu sítio A está, pelo menos parcialmente, ocupado 
por um peptidil-tRNA. Um ribossomo recém-iniciado, po- 
rém, não obedece a essa regra: ele catalisa a formação de 
fMet-puromicina. Essas observações demonstraram a exis- 


FIGURA 32.50 Puromicina. Esse antibiótico (à 
esquerda ) se assemelha à extremidade 3' do tirosil- 
-tRNA (à direita ). 
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tência funcional dos sítios ribossômicos AeP e estabeleceram 
que o fMet-tRNAf ' liga-se diretamente ao sítio P, enquanto 
os demais aminoacil-tRNAs devem entrar primeiramente no 
sítio A. 

g. Transpeptidação: 0 ribossomo é uma ribozima 
Qual é a natureza do centro de peptidil-transferase, ou seja, 
ele consiste em RN A, de proteína ou de ambos? Como todas 
as proteínas, inclusive aquelas associadas aos ribossomos, 
são sintetizadas de forma ribossômica, o ribossomo primor- 
dial deve ter precedido as proteínas primordiais e, portanto, 
consistia inteiramente em RNA. A despeito desse argumen- 
to evolutivo (agora) óbvio, a ideia de que o rRNA funciona 
cataliticamente não foi seriamente considerada até ter sido 
demonstrado que o RNA pode, de fato, atuar como um cata- 
lisador (Seção 31.4Ae). Várias outras observações adicionais 
indicaram que o ribossomo é uma ribozima: 

1. A ausência na subunidade 50S de uma de suas proteínas 
(exceto L2, L3 e L4), não elimina a sua função de peptidil- 
-transferase. 

2. Os rRNAs são mais altamente conservados ao longo da 
evolução do que o são as proteínas ribossômicas. 

3. A maioria das mutações que confere resistência a anti- 
bióticos que inibem a síntese proteica ocorre em genes que 
codificam rRNAs, e não em proteínas ribossômicas. 

Apesar disso, a demonstração clara de que o rRNA funcio- 
na de forma catalítica na síntese de polipeptídeos provou ser 
surpreendentemente difícil. Noller foi bem-sucedido em de- 
monstrar que a subunidade maior do ribossomo de T. ther- 
mophilus da qual, 95% das proteínas haviam sido removidas 


por tratamento com SDS e proteinase K, seguido por extra- 
ção com fenol (que desnatura proteínas; Seção 6.6A), manti- 
nha > 80% de sua atividade de peptidil-transferase em uma 
reação-modelo. Além disso, essa atividade era eliminada por 
tratamento com RNase. Entretanto, como o que restava de 
proteína correspondia a várias proteínas ribossômicas intac- 
tas (que estão presumivelmente sequestradas no interior do 
rRNA 23S), poderia ainda ser argumentado que essas pro- 
teínas são essenciais para a função catalítica do ribossomo, 
uma suposição razoável em vista dos >3,5 bilhões de anos de 
coevolução entre as proteínas ribossômicas e os RNAs. 

Steitz e Moore determinaram de forma inequívoca a 
natureza do centro de peptidil-transferase através da sua 
identificação na estrutura por raios X da subunidade 50S. 
A formação da ligação peptídica é presumivelmente similar 
ao inverso da sua hidrólise, catalisada, por exemplo, pelas 
serina-proteases (Seção 15.3C). O intermediário tetraédri- 
co da reação ribossômica (Fig. 32.51a) é mimetizado por um 
composto sintetizado por Michael Y arus, que consiste no tri- 
nucleotídeo CCdA ligado à puromicina por um grupo fosfo- 
ramidito (Fig. 32.516). Esse composto, denominado CCdA- 
p-Puro, liga-se fortemente ao ribossomo, de modo a inibir a 
sua atividade de peptidil-transferase. A estrutura por raios 
X da subunidade 50S em complexo com CCdA-p-Puro re- 
velou que o inibidor liga-se no domínio V do RNA 23S (Fig. 
32.27 b), na entrada de um túnel de saída do polipeptídeo, 
de ~ 100 Á de extensão, que se estende ao longo da parte 
posterior da subunidade (Figs. 32.30 e 32.34c). Lã, o inibidor 
fica completamente envolvido por RNA , sem qualquer cadeia 
lateral proteica aproximando-se mais de ~ 18 A do grupo fos- 
foramidito do inibidor e com o íon Mg 2 mais próximo 8,5 Â 
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FIGURA 32.51 O intermediário tetraédrico ribossômico e o seu análogo, (a) A estrutura química do intermediário tetraédrico 
(C vermelho) na formação da ligação peptídica mediada pelo ribossomo, na qual o resíduo de aminoacila do sítio A é Tyr. ( b ) 
CCdA-p-Puro, o análogo do estado de transição do intermediário tetraédrico da Parte a , produzido pela ligação do grupo 3' -OH de 
CCdA ao grupo amino do resíduo de O-metiltirosina da puromicina por um grupo fosforila. 
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distante - ambos muito distantes para participar na catálise. 
Além disso, todos os nucleotídeos que fazem contato com 
o CCdA-p-Puro são > 95 % conservados entre todos os três 
reinos dos seres vivos. Claramente, a reação de peptidil-trans- 
ferase ribossômica ê catalisada por RNA. 

Apesar do que foi dito acima, a estrutura por raios X 
do ribossomo de T. thermophilus em complexo com tRNA 
e mRNA (Fig. 32.34) revela que a cauda N-terminal de L27 
interage com o grupo fosfato do resíduo C75 do tRNA do sí- 
tio A. Além disso, L16 interage com a região do cotovelo do 
tRNA do sítio A através de interações entre resíduos de Arg 
conservados e grupos fosfatos e 2' -OH na região do cotovelo 
do tRNA. Essa observações confirmam estudos mutacionais 
prévios, indicando que L16 e L27 auxiliam a estabilizar a li- 
gação do tRNA do sítio A. Entretanto, alguns organismos 
não possuem L27, o que indica que a sua ligação ao tRNA 
do sítio A não faz parte de um mecanismo evolutivamente 
conservado. 

h. A formação da ligação peptídica não ocorre através da 
catálise ácido-base 

A reação de peptidil-transferase do ribossomo ocorre ~ 10 7 
vezes mais rapidamente que a reação não catalisada. Como 
o ribossomo catalisa essa reação? A formação da ligação 
peptídica é ingenuamente esperada ocorrer via o ataque 
nucleofüico do grupo amino sobre o grupo carbonil de um 
éster para formar um intermediário tetraédrico que colapsa 
em um amido e um álcool (Fig. 32.39). Entretanto, na faixa 
de pH fisiológico, o grupo amino que ataca está, predomi- 
nantemente, na sua forma de amónio (RNH 3 + ), e, assim, não 
apresenta o par solitário, necessário para promover o ataque 
nucleofílico. Isso sugere que a reação de peptidil-transfera- 
se seja catalisada, em parte, por uma base geral que retira 
um próton do grupo amónio para gerar o grupo amino livre 
(RNH 2 ) necessário. 

Inspeções no centro de peptidil-transferase de H. maris- 
mortui revelam que o único grupo básico dentro de 5 À da 
posição inferida para o grupo amino atacante é o átomo de 
N3 da base invariável do rRNA A2486 (A2451 em E. colí). 
Ele está ~ 3 À de distância e, assim, ligado por pontes de 
hidrogênio ao grupo amino atacante (Fig. 32.52). Isso suge- 
re, também, que a A2486-N3 protonada estabiliza de forma 
eletrostática o oxiânion do intermediário tetraédrico da 
reação e, então, doa o próton ao grupo que está saindo do 
tRNA do sítio P para criar um grupo 3'-OH (catálise ácida 
geral). Entretanto, para A2486-N3 atuar como base geral na 
remoção do próton de um grupo amónio (cujo p X é ~ 10), 
ela deve apresentar um pX de pelo menos 7 (lembre-se que 
a transferência de prótons entre grupos que estão ligados 
por pontes de hidrogênio ocorre em taxas fisiologicamente 
significantes apenas quando o pX do próton doador é não 
mais do que 2 ou 3 unidades de pH maior do que aquele do 
próton aceptor; Seção 15.3Dd). Ainda, o pX de N3 em AMP 
é < 3,5. Além disso, diversas linhas de evidência indicam que 
A2486 não funciona como um catalisador ácido-base, in- 
cluindo (1) o modelo apresentado na Fig. 32.52 indica que o 
oxiânion do intermediário tetraédrico apontaria para longe 
dele e, assim, não poderia ser estabilizado pela A2486-N3 
protonada; e (2) substituições mutagênicas de A2486 por 



FIGURA 32.52 Modelo do complexo do substrato da subu- 
nidade ribossômica 50S. Os átomos estão coloridos de acordo 
com o tipo, com C e P do substrato do sítio A em púrpura e C 
e P do substrato do sítio P em verde. Para o rRNA 23S, C e P 
estão em cor de laranja, N azul e O vermelho. O grupo amino 
atacante do resíduo de aminoacila do sítio A está posicionado 
para o ataque nucleofílico (seta em ciano ) sobre o C da carboni- 
la do éster de aminoacila do sítio P por ligações de hidrogênio 
(linhas pretas pontilhadas ) com o A2486-N3 e o grupo 2 -0 da 
A76 do sítio P. (Cortesia de Peter Moore e Thomas Steitz, Yale 
University, EUA.) 

qualquer outra base não alteram de forma significativa a 
taxa catalítica do ribossomo. 

!. 0 ribossomo é uma armadilha de entropia 
Se a reação de peptidil-transferase não envolve a catálise 
ácido -base, qual é a origem do poder catalítico do ribosso- 
mo? Marina Rodnina e Richard Wolfenden notaram que 
a reação não catalisada de ésteres com aminas para formar 
amidas ocorre de forma facilitada em solução aquosa. Eles, 
portanto, mediram as taxas de ambas as reações de formação 
de ligação peptídica não catalisada por compostos modelos 
e de peptidil-transferase pelo ribossomo em várias tempera- 
turas diferentes. Isso forneceu valores de AA H f CAl e AA5^ at , a 
mudança de reação na entalpia e entropia de ativação pelo 
ribossomo em relação à reação não catalisada. Aqui, AAH f CM 
- TAASl, = AAgL = AGÍ, (não cat) - AG^cat), onde 
AAGç al é a mudança na energia livre da reação de ativação 
pelo ribossomo, AG T (cat), em relação àquela da reação não 
catalisada, AG + (não cat) (Seção 14. 1C). O valor medido de 
AA H[, ax foi de -19 kJ • mof 1 , uma quantidade que deveria 
ser positiva, não negativa, se a reação ribossômica tivesse um 
componente significativo de catálise química, tal como a ca- 
tálise ácido-base e/ou a formação de novas pontes de hidro- 
gênio. Em contraste, o valor de TAAS r cal foi de 52 kJ • mol, o 
que indica que o complexo de Michaelis na reação ribossômi- 
ca é significativamente mais ordenado em relação ao estado 
de transição do que é na reação não catalisada. Esse valor 
de TAASl ã , contribui grandemente para a taxa aumento de 
~ 10' vezes observada da reação ribossômica em relação à 
reação não catalisada (a taxa de aumento pelo ribossomo é 
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FIGUR/ 32.53 O mecanismo de peptidil-transferase catalisado pelo ribossomo. O ataque nucleofflico do grupo a-amino do ami- 
noacil-tRNA ( vermelho ) sobre o C carbonílico do peptidil-tRNA ( azul) ocorre em conjunto com uma troca de próton que envolve 
o 03' e 2'-0H de A76 do sítio P, juntamente com o grupo a-amino do aminoacü-tRNA. A reação prossegue através de um estado 
de transição ( centro ; emoldurado por colchetes quadrados ) que contém um anel de seis membros de átomos parcialmente ligados e 
que finaliza nos produtos da reação mostrados na parte à direita. 


dada por e iACci,l/RT ; Seção 14.1 Cd). Evidentemente, o ribosso- 
mo aumenta a taxa de formação de ligação peptídica ao po- 
sicionar de forma apropriada e orientar seus substratos e/ou 
excluir água do ambiente eletrostático pr é-organizado do sítio 
ativo (uma forma de ordenamento de reagentes ) ao invés de 
por catálise química. 

A estrutura por raios X da subunidade maior em com- 
plexo com aminoacil-tRNA e peptidil-tRNA indica que o 
ribossomo utiliza um mecanismo de encaixe induzido, como 
ocorre nas enzimas, tal como a hexoquinase (Seção 17.2Aa). 
Mudanças conformacionais no 23S rRNA, presumivelmente 
disparadas pela ligação do aminoacil-tRNA apropriado no 
sítio A, orientam o grupo éster do peptidil-tRNA para o ata- 
que nucleofflico. A ponte de hidrogênio entre o 2'-OH da 
A76 do sítio P e o grupo amino atacante (Fig. 32.52) é crucial 
na execução dessa tarefa. De fato, esse grupo 2'-OH com H 
ou F reduz a taxa de reação por pelo menos 106. Isso sugere 
que a reação de peptidil-transferase ocorra via o mecanismo 
de entrega do próton assistido pelo substrato diagramado na 
Fig. 32.53. Embora a reação de peptidil-transferase seja re- 
lativamente lenta quando comparada às reações catalisadas 
por muitas proteínas enzimáticas, ela é suficientemente rá- 
pida para prosseguir com os demais processos ribossômicos 
(que ligam coletivamente 10-20 resíduos/s). Aparentemente, 
a função de peptidil-transferase do ribossomo é um fóssil 
molecular do mundo do RNA. 

Na ausência de um tRNA no sítio A, a ligação de éster 
que une o grupo peptidil ao tRNA do sítio P é protegida pela 
Ü2585 do 23S RNA do ataque nucleofflico pela água, o que 
poderia, de outra forma, liberar o grupo peptidil do ribossomo. 

j. Transi ocação: 0 ribossomo se move para o próximo códon 
Na etapa de translocação do ciclo de alongamento, o tRNA 
no sítio P ( primeiramente o tRNA f , mas, subsequentemen- 
te, um tRNA alongador), agora não carregado, é transferido 
para o sítio E (não mostrado na Fig. 32.46), do qual o seu 


ocupante anterior foi previamente excluído (ver a seguir). 
Simultaneamente, o peptidil-tRNA no sítio A, juntamen- 
te com o mRNA ligado a ele, é movido para o sítio P. Isso 
prepara o ribossomo para o próximo ciclo de alongamento. 
A manutenção da associação códon-anticódon do peptidil- 
-tRNA não é mais necessária para a especificação do ami- 
noácido. Ao invés disso, ela atua como um guardador de 
posição, permitindo que o ribossomo tenha passos precisos 
de três nucleotídeos ao longo do mRNA, o que é necessário 
para preservar a fase de leitura. De fato, a observação de 
que tRNAs supressores de mudanças de fase induzem uma 
translocação de quatro nucleotídeos (Seção 32.2Ea) indica 
que o movimento do mRNA está diretamente associado ao 
movimento do tRNA. Uma dobra estabilizada por Mg 2 no 
mRNA entre os códons A e P aparentemente ajuda a im- 
pedir o deslize. 

k. 0 EF-G mimetiza estruturalmente o complexo EF-Ts * tRNA 

O processo de translocação necessita da participação do fa- 
tor de alongamento EF-G (também chamado de EF2), que 
se liga ao ribossomo, juntamente com GTP e é liberado ape- 
nas após a hidrólise do GTP em GDP + P ; (Fig. 32.46). A 
liberação do EF-G é um pré-requisito para o início do ciclo 
de alongamento seguinte, porque o EF-G e o EF-Tu se ligam 
ao mesmo sítio do ribossomo e, portanto, suas ligações são 
mutuamente exclusivas. 

A estrutura por raios X do EF-G • GMPPNP de T. ther- 
mophilus, determinada por An de rs Liljas e Derek Logan, 
revela uma proteína monomérica com forma de girino, que 
é composta por cinco domínios (Fig. 32.54). Os dois pri- 
meiros domínios se assemelham bastante àqueles do EF- 
Tu * GMPPNP, mais do que aqueles do EF-Tu • GDP (Fig. 
32.48) . Argumenta-se que isso ocorre porque os dois fatores 
de alongamento possuem funções recíprocas, com EF-Tu • 
GTP facilitando a conversão do ribossomo de seu estado pós 
para seu estado pré-translocacional e EF-G • GTP promo- 


1386 Donald Voet / Judith G. Voet 



FIGURA 32.54 Estrutura por raios X de EF-G de T. ther- 
mophila em complexo com GMPPNP. A proteína está 
mostrada na forma de fitas, colorida na ordem das cores 
do arco-íris a partir de sua extremidade N (azul) para a sua 
extremidade C (vermelho). O GMPPNP está mostrado na 
forma de volume atômico, colorido de acordo com o tipo de 
átomo, com C amarelo, N azul, O vermelho e P cor de laran- 
ja. Um íon Mg que está ligado ao GMPPNP está represen- 
tado por uma esfera magenta. Porções da estrutura não estão 
visíveis. Observar a notável semelhança na forma entre essa 
estrutura e aquela do Phe-tRNAPhe ■ EF-Tu • GMPPNP 
(Fig. 32.47). (Com base em uma estrutura por raios X de An- 
ders Lilias e Derek Logan, Lund University, Lund, Suécia. 
PDBid 2BV3.) 

vendo a transição inversa. Essa ideia é sustentada pela obser- 
vação intrigante de que os complexos Phe-tRNA fhe • EF-Tu 
GMPPNP e EF-G • GMPPNP têm aparências praticamente 
idênticas: os três domínios C-terminais de EF-G (de amarelo 
para vermelho na Fig. 32.54), que não possuem correspon- 
dentes em EF-Tu, têm forma muito semelhante à do tRNA 
ligado a ele, em um caso notável de mimetismo macromole- 
cular. De fato, EF-G ocupa o mesmo sítio ribossômico que 
EF-Tu (Fig. 32.55). 

EF-G é incomum entre as proteínas G, no sentido de 
que não possui um GEF correspondente. Entretanto, seu 
domínio N-terminal, de ligação ao núcleo tídeo de guanina, 
contém uma hélice a única inserida nele (em verde na Fig. 
32.54), que faz contato com o núcleo conservado do domí- 




FIGURA 32.55 Estrutura por raios X do ribossomo de T. 
thermophilus em seus complexos com (a) EF-G e (b) EF-Tu. O 

ribossomo está representado na forma de fitas, com seu RNA 
23S em cor de laranja, suas proteínas da subunidade 50S em 
marrom, seu RNA 16S em ciano e suas proteínas da subunidade 
30S em azul. Seus tRNAs, mRNA, EF-G e EF-Tu ligados estão 
representados por seus diagramas de superfície, com o tRNA 
no sítio E em amarelo, o tRNA no sítio P em verde, o tRNA no 
sítio A em magenta, mRNA em preto e EF-G e EF-Tu em ver- 
melho. Na Parte b, o tRNA ligado no sítio A ao EF-Tu está na 
sua conformação A/T (abaixo). As posições do centro de deco- 
dificação (CD) e do centro de peptidil-transferase (CPT) estão 
indicadas. (Cortesia de Martin Schmeing e Venki Ramakrish- 
nan, MRC Laboratory of Molecular Biology Cambridge, Reino 
Unido. PDBids 2WRI, 2WRJ, 2WRN e 2WRO.) 


nio nos sítios análogos àqueles do EF-Tu que interagem 
com o EF-Ts. Isso sugere que esse subdomínio atua como 
um GEF interno. 
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I. A translocação ocorre por estados intermediários 
Estudos de footprinting químico (Seção 31.2Ab) feitos por 
Noller revelaram que determinadas bases do rRNA 16S fi- 
cam protegidas por tRNAs ligados aos sítios A e P ribossô- 
micos e que determinadas bases do rRNA 23S ficam prote- 
gidas por tRNAs nos sítios A, P e E. Quase todas essas bases 
protegidas são absolutamente conservadas do ponto de vista 
evolutivo e muitas delas foram implicadas na função do ri- 
bossomo, por estudos bioquímicos ou genéticos. 


Variações em padrões de footprinting químico durante 
o ciclo de alongamento, juntamente com as estruturas por 
raios X e crio-EM mais recentemente determinadas, indicam 
que a translocação do tRNA ocorre em várias etapas discre- 
tas (Fig. 32.56): 

1. Inicia-se com o ribossomo em seu estado pós-translo- 
cação: um tRNA deacilado ligado aos subsítios E das su- 
bunidades de 30S e de 50S (o estado de ligação E/E), um 
peptidil-tRNA ligado aos subsítios P de ambas as subuni- 
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mento clássico, representado na Fig. 32.46. Os desenhos estão acompanhados de imagens com base em crio-EM, na resolução de 17 
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Joachim Frank, Wadsworth Center, State University of New York em Albany, EUA.) 
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dades (o estado P/P) e o sítio A vazio. Um aminoacil-tRNA 
(aa-tRNA) em um complexo ternário com EF-Tu e GTP 
se liga ao sítio A, o que é acompanhado pela liberação do 
tRNA do sítio E (mas, ver a seguir). Isso cria um comple- 
xo no qual o aa-tRNA que chega está ligado no subsítio A 
da subunidade 30S, via interação códon-anticódon (lembre- 
-se que o mRNA está ligado à subunidade 30S), mas com o 
EF-Tu impedindo a entrada da extremidade aminoacil do 
tRNA no subsítio A da subunidade 50S, em uma organiza- 
ção chamada de estado A/T (T de EF-Tu). 

2 O EF-Tu hidrolisa o GTP ligado a ele em GDP + P, e é 
liberado do ribossomo. Isso permite que o aa-tRNA se ligue 
completamente ao sítio A (o estado A/A), em um processo 
chamado de acomodação no qual a extremidade 3' do tRNA 
se vira por quase 70 À. 

3. A reação de peptidil-transferase ocorre, produzindo o 

estado pré-translocacional. 

4. A extremidade aceptora do novo peptidil-tRNA move- 
-se do subsítio A da subunidade 50S para o subsítio P, en- 
quanto a extremidade do anticódon do tRNA permanece 
associada ao subsítio A da subunidade 30S (criando o estado 
de ligação híbrido A/P). A extremidade aceptora do tRNA 
recém-deacilado move-se simultaneamente do subsítio P 
para o subsítio E da subunidade 50S, enquanto sua extremi- 
dade do anticódon permanece associada ao subsítio P da su- 
bunidade 30S (o estado P/E). 

5. A ligação do complexo EF-G * GTP ao ribossomo e a 
subsequente hidrólise do GTP empurram as extremidades do 
anticódon desses tRNAs, juntamente com o mRNA ligado a 
eles, para movê-los em relação à subunidade ribossômica me- 
nor, de modo que o peptidil-tRNA assume o estado P/P e o 
tRNA deacilado assume o estado E/E (o estado pós-translo- 
cacional), completando, assim, o ciclo de alongamento. 

A ligação de tRNAs nos sítios A e E, como mostrado por 
Nierhaus, apresenta uma cooperatividade alostérica negati- 
va. No estado pré-translocacional, o sítio E se liga ao tRNA 
recém-deacilado com alta afinidade (o sítio E é estericamen- 
te incapaz de ligar um aminoacil-tRNA), enquanto o sítio A 
vazio apresenta uma baixa afinidade pelo aminoacil-tRNA. 
Entretanto, no estado pós-translocacional, o ribossomo sofre 
uma mudança conformacional que converte o sítio A para 
um estado de alta afinidade e o sítio E para um estado de bai- 
xa afinidade, o que, consequentemente, libera o tRNA dea- 
cilado quando o aa-tRNA • EF-Tu * GTP se liga ao sítio A. 
Portanto, o sítio E não é simplesmente um sítio de retenção 
passivo de tRNAs já utilizados, desempenhando uma função 
essencial no processo de tradução. A hidrólise de GTP pelos 
fatores de alongamento EF-Tu e EF-G e também a reação 
de peptidil transferase funcionam, aparentemente, para re- 
duzirem as barreiras de ativação entre esses estados confor- 
macionais. O sentido unidirecional A — > P — > E dos tRNAs 
através do ribossomo é, assim, facilitado. 

Determinados aspectos dos mecanismos anteriores ain- 
da não foram completamente resolvidos. Por exemplo, estu- 
dos por raios X do ribossomo 70S em complexo com três tR- 
NAs (p. ex., Fig. 32.34) sugerem que o tRNA do sítio E não 
é liberado do ribossomo até a Etapa 2 da Fig. 32.56. Porém, 
Nierhaus e Frank argumentam que esses complexos foram 
cristalizados na presença de concentrações elevadas e não 


fisiológicas de tRNA. Seja qual for o caso, está claro que as 
trocas dos estados de ligação resultam em movimentos em 
grande escala dos tRNAs, em alguns casos de > 50 Á. Além 
disso, estudos de crio-EM indicam que, quando da ligação do 
EF-G • GDP(CH 2 )P (como GMPPNP, mas com um grupo 
CH 2 , em vez de um grupo NH unindo seus fosfatos |3 e 7 ), a 
subunidade 30S gira 6 o no sentido horário em relação à subu- 
nidade 50S, quando visualizada a partir do lado do solvente 
da subunidade 30S, o que resulta em um deslocamento má- 
ximo de ~ 19 Á na periferia do ribossomo. Essa rotação é 
acompanhada por muitas mudanças conformacionais meno- 
res em ambas as subunidades, especialmente nas regiões pró- 
ximas da entrada e da saída do canal do mRNA. Claramente, 
o entendimento completo de como o ribossomo funciona em 
nível molecular está longe de ser alcançado. 

m.O ciclo de alongamento eucariótico é similar ao de 
procariotos 

O ciclo de alongamento eucariótico se assemelha bastante 
àquele de procariotos. Em eucariotos, as funções de EF-Tu 
e de EF-Ts são, respectivamente, assumidas pelos fatores de 
alongamento eEFlA e eEFlB, com eEFlB de levedura con- 
sistindo em duas subunidades: eEFlBa, que catalisa trocas 
de nucleotídeos, e eEFlBy, de função desconhecida (em eu- 
cariotos superiores, eEFlB contém uma terceira subunidade, 
eEFIBp, que apresenta atividade de troca de nucleotídeos 
semelhante à da eEFlBa). Da mesma forma, eEF2 funciona 
de maneira análoga a EF-G. Entretanto, os fatores de alon- 
gamento eucarióticos e procarióticos correspondentes não 
são intercambiáveis. 

A estrutura por raios X do eEFlA * eEFlBa de leve- 
dura (Fig. 32.57), determinada por Kjeldgaard e Nyborg, 
revela que eEFlA assemelha-se estruturalmente ao homó- 
logo EF-Tu (Fig. 32.49), enquanto eEFlBa não apresenta 
qualquer semelhança com EF-Ts, tanto em sequência como 
em estrutura. Apesar disso, eEFlBa interage funcionalmen- 
te com eEFlA da mesma forma como EF-Ts interage com 
EF-Tu: os dois GEFs associam-se às suas proteínas G corres- 
pondentes de forma a desestruturarem o sítio de ligação ao 
Mg 2 " associado com o núcleo tídeo de guanina ligado a ele. 

E. Precisão da tradução 

O código genético é, normalmente, expresso com uma fide- 
lidade notável. Já foi visto que tanto a transcrição como a 
aminoacilação dos tRNAs são processos de elevada preci- 
são (Seções 31.2Ec e 32.2Ce). A precisão da decodificação 
ribossômica do mRNA foi estimada a partir da frequência 
de incorporações incorretas de [ S]Cys na flagelina, uma 
proteína de E. coli (Seção 35.31) que normalmente não pos- 
sui Cys. As medições feitas na flagelina altamente purifica- 
da indicaram que a frequência de traduções incorretas é de, 
10 “ 4 erros por códon. Essa frequência é muito aumentada 
na presença de estreptomicina, um antibiótico que aumen- 
ta a frequência de leituras incorretas do ribossomo (Seção 
32.3G). A partir dos tipos de erros de leitura induzidos por 
estreptomicina conhecidos, deduziu-se que a tradução incor- 
reta é quase que inteiramente devida à confusão entre os có- 
dons CGU e CGC, de Arg, com os códons de UGU e UGC, 
de Cys. A frequência de erros anterior é, portanto, causada 
predominantemente por erros na decodificação ribossômica. 
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FIGURA 32.57 Estrutura por raios X do eEFlA * eEFIBa de 
levedura. Os domínios 1, 2 e 3 do eEFlA estão em magenta, 
verde e ciano, respectivamente, e o eEFIBa está em cor de la- 
ranja. O complexo está orientado de forma a enfatizar a seme- 
lhança estrutural entre o eEFlA e o EF-Tu colorido de forma 
semelhante em seu complexo com o EF-Ts (Fig. 32.49). Note 
a falta de semelhança entre o eEFIBa e o EF-Ts. (Com base 
em uma estrutura por raios X de Morten Kjeldgaard e Jens 
Nyborg, Aarhus University, Arhus, Dinamarca. PDBid 1F60.) 


Um aminoacil-tRNA é selecionado pelo ribossomo so- 
mente de acordo com o seu anticódon. Porém, a perda de 
energia de ligação decorrente de um único malpareamento de 
bases em uma interação códon-anticódon é estimada em ~ 12 
kJ • moT 1 , o que, de acordo com a Equação [32.1], não poderia 
explicar uma precisão de decodificação ribossômica de menos 
de — 10 ” 2 erros por códon. Além disso, se esperaria, em um 


raciocínio simples, que a interação de pareamento de bases 
entre o códon UUU, de Phe, e o anticódon GAA, do tRNA Phc , 
fosse menos estável do que o pareamento incorreto entre o có- 
don UGC, de Ser, e o anticódon GCG, do tRNA Arg . Isso por- 
que, apesar de ambas as interações apresentarem um par de 
bases G • U, os dois pares de bases A • U restantes da primeira 
delas (a correta) são mais fracos do que os dois pares de bases 
G • C restantes da segunda (a incorreta). Evidentemente, o 
ribossomo possui algum tipo de mecanismo de leitura de revi- 
são que aumenta sua precisão geral de decodificação. 

a. O ribossomo monitora a formação de um complexo 
códon-anticódon correto 

Como visto anteriormente (Figs. 32.55b e 32.56), o comple- 
xo ternário aminoacil-tRNA • EF-Tu • GTP se liga inicial- 
mente no ribossomo com o tRNA no estado de ligação A/T. 
O tRNA somente assume o estado totalmente ligado A/A 
(acomodação) depois do GTP ter sido hidrolisado e do com- 
plexo EF-Tu • GDP ter sido liberado do ribossomo. Esses 
dois estados permitem, presumivelmente, que o ribossomo 
realize uma verificação dupla (leitura de revisão) do comple- 
xo códon-anticódon que o mRNA estabelece com o tRNA 
que está chegando. 

A estrutura por raios X da subunidade 30S de T. thermo- 
philus em complexo com um mRNA hexanucleotídico U 6 e 
um RNA de 17 nt consistindo na haste-alça do anticódon do 
tRNA ptlL (Fig. 32.11, embora os seus nucleotídeos não estejam 
modificados), determinada por Ramakrishnan, revelou como 
um tRNA especificado por um mRNA liga-se inicialmente ao 
ribossomo. A associação códon-anticódon é estabilizada pe- 
las suas interações com três bases ribossômicas conservadas 
universalmente, A1492, Al 493 e G530 (Fig. 32.58): 

1. O primeiro par de bases do códon-anticódon, aquele en- 
tre a UI do mRNA e a A36 do tRNA, é estabilizado pela 
ligação da base A1493 do rRNA na cavidade menor do par 
de bases (Fig. 32.58a). 

2. O segundo par de bases do códon-anticódon, aquele 
entre a U2 e a A35, é amparado pela A1492 e pela G530, 
as duas ligando-se na cavidade menor desse par de bases 
(Fig. 32.58b). 
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FIGURA 32.58 Interações códon-anticódon no ribossomo. Os primeiro (a), segundo (b) e terceiro (c) pares de bases do códon - 
-anticódon, como visualizados na estrutura por raios X da subunidade 30S de T. thermophilus em complexo com U 6 (um mRNA- 
-modelo) e a haste-alça do anticódon, de 17 nt, do tRNA Phí; (cujo anticódon é G AA). As estruturas estão desenhadas na forma de 
esferas e bastões e envolvidas por suas superfícies de van der Waals semitransparentes. Os códons estão em púrpura, os anticódons 
estão em amarelo e o rRNA está em marrom ou cinza, com átomos que não são de C coloridos de acordo com o tipo (N azul, O 
vermelho e P verde). Os átomos de C proteicos estão em cinza e os íons de Mg 2 ! estão representados por esferas em magenta. 
(Cortesia de Venki Ramakrishnan, MRC Laboratory of Molecular Biology, Cambridge, Reino Unido. PDBid 1IBM.) 
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FIGURA 32.59 Sítio de decodificação ribossômico. As estruturas por raios X da subunidade 30S de T. thermophilus (a) sozinha 
e (i b ) em seu complexo com U 6 ea haste-alça do anticódon, de 17 nt, do tRNA lhe . Os RNAs estão desenhados como fitas, com seus 
nucleotídeos em forma de pá, com o tRNA em dourado, o sítio A do mRNA em púrpura, o sítio P do mRNA em verde, o rRNA 
em cinza e os nucleotídeos que sofrem mudanças conformacionais em vermelho. A proteína S12 está em cor de laranj a e os íons 
de Mg estão representados por esferas vermelhas. Compare a Parte b com a Fig. 32.58. (Cortesia de Venki Ramakrishnan, MRC 
Laboratory of Molecular Biology, Cambridge, Reino Unido. PDBids [o] 1FJF e \b\ 1IBM.) 


3. O terceiro par de bases do códon-anticódon (o par osci- 
lante; Seção 32.2Db), aquele entre a U3 e a G34, é reforçado 
pela ligação da G530 na cavidade menor (Fig. 32.58c) . Essa 
última interação parece ser menos rigorosa que aquelas nas 
primeira e segunda posições, o que é consistente com a ne- 
cessidade de tolerar pares de bases do tipo não Watson-Crick 
(Seção 32.2D) do terceiro pareamento do códon-anticódon. 

A comparação dessa estrutura com aquela da subunidade 
30S sozinha revela que os nucleotídeos do rRNA discuti- 
dos anteriormente passam por mudanças conformacionais 
durante a formação de um complexo códon-anticódon (Fig. 
32.59). Na ausência do tRNA, as bases A 1492 e A 1493 ficam 
empilhadas no interior de uma alça de RNA, mas são des- 
locadas dela para formarem o complexo códon-anticódon, 
enquanto a base G530 passa da conformação syn para a anti 
(Seção 29.2Aa). Essas interações permitem que o ribossomo 
monitore o tRNA, para verificar se ele corresponde ao có- 
don no sítio A; um par de bases do tipo não Watson-Crick 
não poderia ligar-se a essas bases ribossômicas da mesma 
maneira. De fato, qualquer mutação na A1492 ou na A1493 
é letal, porque pirimidinas nessas posições não poderiam 
estender-se suficientemente para interagirem com o comple- 
xo códon-anticódon ou com G530 e porque uma G em qual- 
quer uma destas posições seria incapaz de formar as ligações 
de hidrogênio necessárias e seu N2 estaria sujeito a colisões 
alostéricas. Um códon-anticódon incorreto provê uma quan- 
tidade insuficiente de energia livre para ligar o tRNA ao ri- 
bossomo e, por isso, o tRNA se dissocia, ainda na forma de 
seu complexo ternário com EF-Tu e GTP. 


b. A hidrólise de GTP feita pelo EF-Tu é um pré-requisito 
termodinâmico para a leitura de revisão ríbossômica 
Uma etapa da leitura de revisão deve ser inteiramente inde- 
pendente da etapa de seleção inicial. Somente assim a proba- 
bilidade geral de erros poderá ser igual ao produto das pro- 
babilidades de erros das etapas de seleção individuais. Foi 
visto que as DNA-polimerases e as aminoacil-tRNA-sintases 
mantêm a independência de suas duas etapas de seleção 
realizando-as em sítios ativos separados (Seções 30.2Ac e 
32.2Ce). Porém, o ribossomo somente reconhece o aminoa- 
cil-tRNA que chega de acordo com a complementaridade do 
seu anticódon com o códon no sítio A. Consequentemente, 
o ribossomo deve, de algum modo, examinar essa interação 
códon-anticódon de duas maneiras distintas. 

A formação de um complexo códon-anticódon correto 
estimula o EF-Tu a hidrolisar o GTP ligado a ele, embo- 
ra não seja claro como isso ocorre (note que o domínio de 
GTPase do EF-Tu está ligado na subunidade 50S, o que, jun- 
tamente com a observação de que a hidrólise de GTP requer 
um tRNA intacto, sugere que o sinal para a hidrólise seja 
transmitido, pelo menos em parte, através do tRNA). A mo- 
dificação conformacional resultante do EF-Tu (Fig. 32.48) 
causa uma oscilação do tRNA ligado a ele no estado A/ A 
(acomodação) , em um processo que move a extremidade 3' 
do tRNA por cerca de 70 Â. Isso, como está hipotetizado, 
sujeita a interação códon-anticódon a uma pressão que so- 
mente um pareamento correto pode sustentar. A interação 
códon-anticódon está, dessa forma, sujeita a um segundo 
exame, que somente permite que um aminoacil-tRNA cog- 
nato entre no centro de peptidil-transferase. A reação de 
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GTPase irreversível deve preceder essa etapa de leitura de 
revisão, porque, de outra forma, a dissociação de um tRNA 
não cognato correspondente (a liberação de seu anticódon 
do códon) seria simplesmente o inverso do passo de ligação 
inicial, ou seja, seria parte do processo de seleção inicial e 
não da leitura de revisão. A hidrólise de GTP estabelece, por- 
tanto, o segundo contexto necessário para a leitura de revisão ; 
ela é o preço entrópico que o sistema deve pagar para ter uma 
seleção precisa dos tRNAs. 

F. Terminação da cadeia 

A síntese polipeptídica sob a coordenação de um mRNA 
sintético, como poli(U), termina com um peptidil-tRNA 
associado ao ribossomo. Entretanto, a tradução de mRNAs 
naturais , que contêm os códons de Parada UAA, VGA ou 
UAG, resulta na liberação de polipeptídeos livres . A termi- 
nação precisa é essencial, não apenas porque ela impede a 
síntese desnecessária de polipeptídeos não funcionais, mas 
também porque polipeptídeos terminados de forma prema- 
tura podem ser tóxicos. 


a. Terminação procariótica 

Em E. coli, a terminação da cadeia tem várias etapas (Fig. 
32.60): 

L Os códons de Parada, os únicos códons que normalmen- 
te não possuem tRNAs correspondentes, são reconhecidos 
pelos fatores de liberação (RF, de release factor) de classe 
I (Tabela 32.9): RF-1 reconhece UAA e UAG, enquanto 
RF-2, que é 39% idêntico a RF-1, reconhece UAA e UGA. 
A troca de um tripeptídeo PXT conservado em RF-1, por um 
tripeptídeo SPF conservado em RF-2, troca a especificidade 
de códons de Parada, o que sugere que esses tripeptídeos mi- 
metizam anticódons. 

2. Ao se ligarem aos seus códons de Parada corresponden- 
tes, RF-1 e RF-2 induzem a transferência do grupo peptidil 
do tRNA para a água , ao invés de para um aminoacil-tRNA, 
liberando, assim, o polipeptídeo completado (Fig. 32.61). Isso 
ocorre com uma frequência de erro de 10“ 5 sem a revisão de 
leitura. Os fatores de liberação de classe I atuam no sítio A 
ribossômico, como indicado pelas observações de que eles 
competem com tRNAs supressores pelos códons de termina- 
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FIGURA 32.60 Rota de terminação em ribossomos de E. coli. O RF-1 reconhece os códons de Parada UAA e UAG, enquanto 
RF-2 (não mostrado) reconhece UAA e UGA. A terminação em eucariotos segue uma rota análoga, mas necessita apenas de um 
único fator de liberação de classe I, eRFl, que reconhece todos os três códons de Parada. 
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FIGURA 32.61 Hidrólise do peptidil-tRNA catalisada pelo ribossomo para formar um polipeptídeo e um tRNA livre. 


ção e de que eles não podem se ligar ao ribossomo ao mesmo 
tempo que o EF-G. Um tripeptídeo GGQ, que é universal- 
mente conservado em todos os fatores de liberação de classe 
I, está implicado em catalisar a hidrólise da ligação éster do 
peptidil-tRNA (ver a seguir). 

3. Depois do polipeptídeo recém- sintetizado ter sido libe- 
rado do ribossomo, o fator de liberação de classe II RF-3, em 
seu complexo com GDP, se liga ao ribossomo no mesmo sítio 
em que se ligam EF-Tu e EF-G. De fato, a estrutura por raios 
X de RF-3 • GDP se assemelha àquela de EF-Tu • GMPPNP 
(Fig. 32.47). RF-3 livre apresenta maior afinidade por GDP 
do que por GTP, mas, ao se ligar ao complexo ribossomo - 
-RF-1/2, ele troca o seu GDP ligado por GTP. A troca resul- 
tante na conformação de RF-3, como observado em estudos 
de crio-ME, faz com que ele se ligue mais fortemente ao ri- 
bossomo e expulse o RF-1/2. RF-3 não é necessário para a 
viabilidade celular, embora ele sej a necessário para a taxa de 
multiplicação celular máxima; RF-3 apenas acelera a disso- 
ciação de RF-1/2 do ribossomo por ~ 5 vezes. 

4. A interação de RF-3 • GTP com o ribossomo o estimula 
a hidrolisar seu GTP ligado, tal como ocorre com EF-Tu • 
GTP e EF-G • GTP. O RF-3 • GDP resultante se dissocia, 
então, do ribossomo. Subsequentemente, o fator de recicla- 
gem do ribossomo (RRF, de ribosomal recycling factor ) se 
liga no sítio A ribossômico seguido por EF-G * GTP. RRF, 
que foi descoberto por Akira Kaji, é essencial para a viabili- 
dade celular. 

5. EF-G hidrolisa o GTP ligado a ele, o que faz com que 
RRF seja transladado para o sítio P e que os tRNAs que 
estavam previamente nos sítios P e E (esse último não mos- 
trado na Fig. 32.60) sejam liberados. Finalmente, as subuni- 
dades ribossômicas menor e maior se separam, um processo 
que é facilitado pela ligação de IF-3 (Seção 32.3Cc), e RRF, 
EF-G • GDP e o mRNA são liberados. As subunidades ri- 
bossômicas podem, então, participar de um novo ciclo de 
iniciação (Fig. 32.43). 


b. Terminação eucariótica 

A terminação da cadeia em eucariotos se assemelha àque- 
la de procariotos, mas apresenta apenas um fator de libera- 
ção de classe I, eRFl, que reconhece todos os três códons 
de Parada. Ele não apresenta similaridade de sequência com 
RF-1 e RF-2. Entretanto, o fator de liberação de classe II 
eucariótico, eRF3, se assemelha ao RF-3 tanto em sequência 
como em função. Apesar disso, o eRF3 é essencial para a via- 
bilidade celular eucariótica. 

c. O ribossomo liga RF-1 e RF-2 em uma conformação que 
catalisa a liberação do peptídeo 

A estrutura por raios X do ribossomo de T. thermophilus 
com RF-1, um mRNA contendo um códon de parada UAA 
e tRNAs de adiados nos seus sítios P e E foi determinada por 
Noller (Fig. 32.62a), e as estruturas extremamente similares 
contendo os tRNAs, RF-2 e um mRNA com um códon de 
parada UAA ou um UGA foram determinadas, respectiva- 
mente, por Noller e Ramakrishnan. Todas elas são produ- 
tos complexos, uma vez que não apresentam grupos pepti- 
dil em seus tRNAs nos sítios P. As estruturas similares de 
RF-1 (Fig. 32,62 b) e RF-2 consistem, cada uma, em quatro 
domínios, com os domínios 2 e 4 ocupando o centro de deco- 
dificação do ribossomo (DC, de decoding center ), onde eles 
fazem contato com o códon de parada do mRNA, e com o 
domínio 3 ocupando o centro de peptidil-transferase (CPT), 
onde ele interage com o resíduo de ribose de A76 do tRNA 
do sítio P, no qual um grupo peptidil deveria estar ligado em 
um substrato complexo. A deleção do domínio 1 não afeta 
a atividade de liberação do peptídeo, mas ele é necessário 
para a dissociação facilitada por RF-3 de RF-1/2 do ribosso- 
mo (ver a seguir). 

A ligação de RF-1 ou RF-2 no DC faz com que A530 
e A1492 do RNA 16S saiam de seus estados latentes (Fig. 
32.59a), como ocorre com a ligação de um tRNA ao seu có- 
don cognato (Fig. 32.596). Entretanto, A1493 não executa 
esse movimento, pois ao fazer isso ela poderia se chocar com 
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FIGURA 32.62 Estrutura por raios X do ribossomo de T. thermophilus em complexo com RF-1, um mRNA contendo um códon 
de Parada UAA e tRNAs deacilados em seus sítios P e E. (a) A estrutura geral com proteínas mostrada na forma de fitas e todos 
os RNAs mostrados na forma de escada, exceto o mRNA, que está desenhado na forma tubular em verde. O ribossomo está semi- 
transparente, com seu RNA 23S cinza, seu RNA 5S azul-claro, seu RNA 16S ciano, as proteínas da subunidades de 50S em magenta 
e as proteínas da sub unidade 30S em púrpura. Os tRNAs que ocupam os sítios P e E estão em cor de laranja e vermelho, e o RF-1, 
que em parte ocupa o sítio ribossômico A, está em amarelo. (6) Vista aproximada das interações entre o tRNA do sítio P, mRNA e 
RF-1. O ribossomo, tRNA e mRNA estão desenhados como na Parte a e o RF-1 está colorido com seus domínios 1, 2, 3 e 4 verde, 
amarelo, azul e magenta, respectivamente. O assim chamado switeh-loop, que conecta os domínios 3 e 4 e sofre um rearranjo confor- 
macional importante entre o RF-1 livre e o ligado ao ribossomo, está em cor de laranja. O tripeptídeo PVT, implicado no reconhe- 
cimento do códon de Parada, e o tripeptídeo GGQ, implicado em catalisar a reação de hidrólise do éster estão desenhados na forma 
de bastão em vermelho. (Cortesia de Harry Noiler, University of Califórnia em Santa Cruz, EUA. PDBids 3D5A e 3D5B.) 


o domínio 2 de um ou outro fator de liberação. Ao invés, ela 
se amontoa sobre A1913 do 23S RNA. Os códons de Parada 
são reconhecidos por ligações de hidrogênio e interações de 
van der Waals com os tripeptídeos PXT e SPF, localizados de 
forma similar sobre o domínio 2 de RF-1 e RF-2. Entretanto, 
a observação de que mutações em RF-2 distantes de seu mo- 
tivo SQF resultam em especificidade alterada sugerem que o 
reconhecimento do códon de Parada surja a partir de um tê- 
nue balanço de energia de ligação e mudanças conformacio- 
nais, como visto ser o caso para o reconhecimento do códon 
pelo tRNA (Seção 32.3Ea). 

No CFT, o tripeptídeo GGQ no domínio 3 de ambos 
RF-1 e RF-2 faz contato com o resíduo de ribose 3'-termi- 
nal (A76) do tRNA deacilado do sítio P. Ambos resíduos de 
Gly adotam conformações de esqueleto que são proibidas 
para outros resíduos de aminoácidos, o que contribui com 
as observações de que uma mutação em qualquer um desses 
resíduos resulta em uma redução de até 10 4 vezes na taxa de 
liberação do peptídeo. O grupo NH da cadeia principal do 
resíduo de Gin está ligado por pontes de hidrogênio ao grupo 
3'-OH de A76, que, como é hipotetizado, o posiciona para 
também se ligar por pontes de hidrogênio e, assim, estabili- 
zar o estado de transição do oxiânion na reação de hidrólise. 
Em concordância com essa hipótese, a mutação do resíduo 
de Gin para Pro, que não apresenta o grupo NH na cadeia 


principal, abole a reação de hidrólise. A cadeia lateral do re- 
síduo de Gin está posicionada para longe da ribose (parte 
superior da Fig. 32.62b) onde, como é proposto, ela auxilia 
no posicionamento de uma molécula de água para um ata- 
que nucleofílico em Unha sobre uma ligação éster que pode 
ser rompida. Além disso, a observação de que a liberação 
do peptídeo é quase que praticamente aboüda pela remoção 
do 2'-OH do resíduo terminal 3' do tRNA do sítio P sugere 
que a liberação do peptídeo utilize um mecanismo de entre- 
ga do próton assistido pelo substrato semelhante àquele da 
formação da ligação peptídica (Seção 32.3DÍ). Finalmente, a 
ligação de RF-1/2 altera U2585 de forma a expor a, de outra 
forma protegida, ligação éster que pode ser rompida, para o 
ataque nucleofílico (Seção 32.3DÍ). Apesar disso, a formula- 
ção de um mecanismo definitivo para a liberação do peptí- 
deo deve aguardar a estrutura por raios X de um ribossomo 
em complexo com ambos os fatores de liberação e um pepti- 
dil tRNA, ou seja, um substrato complexo. 

Como que a ligação de um fator de liberação a um 
códon de Parada no DC induz o CPT distante ~ 75 Á a 
hidrolisar a ligação éster que pode ser rompida? Nas es- 
truturas por raios X de RF-1 ou RF-2 sozinhos, seus mo- 
tivos PXT/SPF e GGQ estão apenas — 23 Á separados, 
devido a uma mudança de conformação de seus segmentos 
switch-loop (Fig. 32.62b) em relação àqueles nos comple- 
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xos ribossômicos. A conformação de swiích-loop observa- 
da nos complexos ribossômicos somente é possível quando 
um códon de Parada é reconhecido. Isso é porque a saída 
de A1493, o que somente ocorre quando um tRNA se liga 
ao seu códon cognato no DC (Fig. 32.59), ou o fracasso de 
A1913 de empilhar sobre A1493, altera o bolsão de ligação 
do switch-loop ligado ao ribossomo. Noller propôs, portan- 
to, que a ligação de um códon de Parada por seu fator de 
liberação correspondente e a consequente reorganização de 
ambos os seus switch-loop e DC cooperativamente permite 
ao motivo GGQ se ligar ao CPT de uma maneira que cata- 
lisa a liberação do peptídeo. 

d. RRF se liga no sítio A do ribossomo 
A estrutura por raios X do fator de reciclagem do ribosso- 
mo (RRF, de ribosomal recycling factor ) de T. thermophilus, 
determinada por Yoshikazu, revela que ele é uma estrutura 
de dois domínios que se assemelha a um tRNA na sua forma 
geral (Fig. 32.63). A comparação dessa estrutura com aque- 
las de diversos outros RFFs bacterianos indica que os dois 
conectores que ligam os domínios de RRF são flexíveis, de 
forma que o domínio II pode girar por sobre o eixo do feixe 
de três hélices para formar o domínio I. 

A estrutura por raios X do ribossomo de T. thermophi- 
lus em complexo com RRF no seu sítio A, a haste- alça do 
anticódon (ASL, de anticodon s tem-lo op) do tRNA Phc no 
seu sítio P, tRNA f Mot no seu sítio E e um mRNA com um 
códon de Parada UAG no seu sítio A foi determinada por 
Ramakrishnan (Fig. 32.64). O domínio I de RRF se estende 
sobre os sítios A e P do ribossomo de 50S, uma posição na 
qual a ponta de seu domínio I poderia colidir com um tRNA 
no sítio P (e que responde o por que de um complexo ribos- 
sômico de RRF e um tRNA no sítio P não ter sido cristaliza- 
do). Isso sugere que a ligação de RRF force um tRNA liga- 
do no sítio P ir para o estado híbrido de ligação P/E (Seção 
32.3DÍ). Estudos estruturais prévios sugerem que a ligação 
de RRF induz alterações nas pontes que conectam as subu- 
nidades maior e menor (Seção 32.3Ae). Entretanto, tais mu- 
danças não foram observadas na estrutura acima. Talvez elas 
ocorram no estado híbrido P/E. 



FIGURA 32.63 Estrutura por raios X do RRF de T. thermo- 
philus. Essa proteína monomérica está representada na forma 
de fitas, colorida na ordem das cores do arco-íris a partir de sua 
extremidade N (azul) para a sua extremidade C (vermelho). 
(Com base em uma estrutura por raios X de Yoshikazu Naka- 
mura, The University of Tokyo, Japão. PDBid 1EH1.) 


e. A hidrólise de GTP acelera os processos ribossômicos 
Qual é o papel das reações de hidrólise de GTP mediadas pe- 
las várias proteínas G associadas ao ribossomo (IF-2, EF-Tu, 
EF-G e RF-3 em bactérias ? A tradução ocorre na ausência 
de GTP, embora vagarosamente, de modo que a energia li- 
vre da reação de peptidil transferase é suficiente para movi- 
mentar todo o processo de tradução. Além disso, nenhuma 
reação de hidrólise de GTP gera qualquer intermediário co- 
valente de “alta energia”, como gera, por exemplo, a hidró- 
lise de ATP em numerosas reações biossintéticas. Ao invés 


FIGURA 32.64 Estrutura por raios X do ribossomo de T. 
thermophilus em complexo com RRF em seu sítio A, a haste- 
-alça do anticódon (ASL, de anticodon stem-loop) do tRNA 1 hv 
em seu sítio P, tRNAf 6 ' em seu sítio E e um mRNA com um 
códon de Parada UAG no sítio A. Os RN As ribossômicos são 
mostrados como diagramas de superfície semitransparentes, 
com RNA 23S azul-claro, RN A 5S azul-esverdeado e RNA 16S 
amarelo. As proteínas ribossômicas estão desenhadas na forma 
de fitas com as proteínas da subunidade 50S em azul e as prote- 
ínas da subunidade 30S em bege. O RRF, os tRNAs e o mRNA 
estão representados por seus diagramas de superfície, com os 
domínios I e II de RRF vermelho e azul, o mRNA magenta, o 
ASL no sítio P púrpura e o tRNA f st no sítio E cinza. (Cortesia 
de Venki Ramakrishnan, MRC Laboratory of Molecular Biolo- 
gy, Cambridge, Reino Unido. PDBids 2V46 e 2V47.) 
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disso, a ligação no ribossomo de uma proteína G induz ele 
a hidrolisar o seu GTP ligado a GDP, resultando em uma 
mudança conformacional que faz com que o ribossomo re- 
alize um determinado processo (a ligação de fMet-tRNA f Mct 
por IF-2, acomodação de EF-Tu, translocação por EF-G e 
liberação de RF-1/2 por RF-3) e libere o complexo proteína 
G • GDP resultante. A alta velocidade e a irreversibilidade da 
reação de hidrólise de GTP garantem, portanto, que os diver- 
sos processos ribossômicos aos quais ela está acoplada, inicia- 
ção, alongamento e terminação, sejam eles próprios rápidos e 
irreversíveis. Complexos de proteína G • GTP atuam, essen- 
cialmente, como demônios de Maxwell para aprisionarem o 
ribossomo em conformações funcionalmente produtivas. 
Assim, como foi visto ser o caso para a revisão de leitura ri- 
bossômica (Seção 32.Eb), o ribossomo utiliza a energia livre 
da hidrólise de GTP para adquirir um estado mais ordenado 
(de menor entropia), em vez de adquirir um estado de maior 
energia, como frequentemente ocorre em processos depen- 
dentes de ATP. 

6. Inibidores da síntese proteica: Antibióticos 

Antibióticos são substâncias bacterianas, fúngicas ou sinte- 
ticamente produzidas que inibem a multiplicação de micro - 
-organismos. Antibióticos são conhecidos por inibirem uma 
variedade de processos biológicos essenciais, inclusive a re- 
plicação do DNA (p. ex., a ciprofloxacina; Seção 29.3Cd), a 
transcrição (p. ex., a rifamicina B; Seção 31.2Bb) e a sínte- 
se da parede celular bacteriana (p. ex., a penicilina; Seção 
11.3Bb). Entretanto, a maioria dos antibióticos conheci- 
dos, inclusive uma grande variedade de substâncias de uti- 
lidade médica, bloqueia a tradução. Essa situação é, presu- 
mivelmente, uma consequência da enorme complexidade 
da maquinaria de tradução, que a torna vulnerável à 
interrupção de muitas maneiras. Os antibióticos também 
têm sido úteis na análise dos mecanismos ribossômicos, 
porque, como foi visto para a puromicina (Seção 32.3DÍ), o 
bloqueio de uma função específica frequentemente permite 
a sua dissecação bioquímica em suas etapas componentes. A 


Tabela 32.10 e a Fig. 32.65 apresentam diversos inibidores 
da tradução de importância médica e/ou de utilidade bioquí- 
mica. A seguir serão estudados os mecanismos de alguns dos 
mais bem caracterizados. 

a. Estreptomicina 

A estreptomicina, que foi descoberta em 1944 por Selman 
Waksman, é um membro de importância médica de uma 
família de antibióticos conhecidos como aminoglicosídeos, 
que inibem os ribossomos procarióticos de várias maneiras. 
Em baixas concentrações, a estreptomicina faz com que o 
ribossomo leia o mRNA de forma incorreta e característica: 
uma pirimidina pode ser confundida com outra, na primei- 
ra e na segunda posições do códon, e qualquer pirimidina 
pode ser confundida com uma adenina, na primeira posi- 
ção, Isso inibe a multiplicação de células suscetíveis, mas 
não as mata. Em altas concentrações, porém, a estreptomi- 
cina impede a iniciação apropriada da cadeia e, portanto, 
causa a morte celular. 

Determinados mutantes resistentes à estreptomicina 
(s/r R ) apresentam ribossomos com uma proteína S12 alte- 
rada, em comparação com bactérias sensíveis à estrepto- 
micina ( str s ). E intrigante, porém, que uma troca da base 
C912 do rRNA 16S (que está localizada na sua alça central; 
Fig. 32.27 a) também confere resistência à estreptomicina. 
(Algumas bactérias mutantes não apenas são resistentes à 
estreptomicina, mas também são dependentes dela; elas 
requerem o fármaco para sua multiplicação.) Em bactérias 
diploides parciais, que são heterozigóticas para a resistên- 
cia à estreptomicina (str R ístr b ), a sensibilidade ao antibió- 
tico é dominante. Essa observação intrigante é explicada 
pela observação de que, na presença de estreptomicina, 
ribossomos stf* permanecem ligados aos sítios de inicia- 
ção, excluindo, dessa forma, ribossomos str R desses sítios. 
Além disso, os mRNAs nesses complexos bloqueados são 
degradados depois de poucos minutos, o que permite que 
ribossomos str se liguem igualmente aos mRNAs recém- 
-sintetizados. 


TABELA 32.10 Alguns inibidores ribossômicos 


Inibidor 

Cloranfenicol 
Ciclo-hexamida 
Eritromicina 
Ácido fusfdico 

Paromomicina 

Puromicina 

Estreptomicina 

Tetraciclina 

Toxina da difteria 

Ricin a/abrin a/a -s arcin a 


Açao 

Inibe a ação de peptidil-transferase da subunidade maior procariótica 
Inibe a ação de peptidil-transferase da subunidade maior eucariótica 
Inibe a translocação da subunidade maior procariótica 

Inibe o alongamento em procariotos ligando-se ao EF-G * GDP de um modo que impede a sua dissociação da 
subunidade maior 

Aumenta a taxa de erro ribossômica 

Um análogo de aminoacil-tRNAs que provoca a terminação de cadeia prematura em procariotos e eucariotos 
Provoca erros de leitura do mRNA e inibe a iniciação da cadeia em procariotos 
Inibe a ligação de aminoacil-tRNAs à subunidade menor procariótica 
Inativa cataliticamente o eEF2 pela ADP-ribosilação 

Ridna e abrina são glicosidases vegetais venenosas que inativam cataliticamente a subunidade maior eucariótica 
pela depurinação hidrolítica de um resíduo de A específico e altamente conservado do RNA 28S, que está 
localizado na chamada alça de sarcina-ridna, que forma uma parte crítica do centro ribossômico de ligação ao 
fator; a-sarcina é uma proteína de fungos, que cliva uma ligação fosfodiéster específica na alça de s arcin a-ricina 
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Seleção de antibióticos que atuam como inibidores da tradução. 
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b. Cloranfenicol 

O cloranfenicol, o primeiro dos antibióticos de “amplo es- 
pectro”, inibe a atividade de peptidil-transferase da subu- 
nidade maior do ribossomo procariótico. Entretanto, a sua 
utilização clínica está limitada apenas a infecções graves, de- 
vido aos seus efeitos secundários tóxicos, que são causados, 
pelo menos em parte, pela sensibilidade ao cloranfenicol de 
ribossomos mitocondriais. O RNA 23S foi implicado na liga- 
ção ao cloranfenicol pela observação de que alguns de seus 
mutantes são resistentes a esse antibiótico. De fato, estudos 
por raios X indicaram que o cloranfenicol se liga no túnel 
de saída do polipeptídeo da subunidade maior, na vizinhança 
do sítio A. Isso explica por que o cloranfenicol compete pela 
ligação com a extremidade 3' de aminoacil-tRNAs e também 
com a puromicina (cujo sítio de ligação ribossômico sobre- 
põe-se ao do cloranfenicol), mas não com peptidil-tRNAs. 
Essas observações sugerem que o cloranfenicol inibe a trans- 
ferência peptídica por interferir com as interações de ribos- 
somos com os aminoacil-tRNAs ligados no sítio A. 

c. Paromomicina 

A paromomicina, um antibiótico aminoglicosídico de utili- 
dade clínica, aumenta a frequência de erro ribossômica. A 
estrutura por raios X da subunidade 30S em complexo com 
a paromomicina (Fig. 32.66) revela que ela se liga no interior 
da alça de RNA na qual as bases A1492 e A1493 estão 
normalmente empilhadas (Fig. 32.59a). Isso faz as bases se 
deslocarem da alça e assumirem uma conformação similar 
àquela no complexo códon-anticódon-subunidade 30S (Fig. 
32,596). De fato, esse complexo códon-anticódon-subunidade 
30S não é perturbado de forma significativa pela ligação da 
paromomicina. Como foi visto na Seção 32.3Ea, a subunidade 
30S utiliza as bases A1492 e A1493 para certificar-se de que 
os dois primeiros pares de bases do códon-anticódon são pa- 
res de bases do tipo Watson-Crick, ou seja, para verificar se o 
tRNA que está chegando é cognato do códon no sítio A. Nor- 
malmente, tRNAs não cognatos apresentam uma energia de 
ligação códon-anticódon insuficiente para deslocar a A1492 e 
a A1493 para fora da alça e, consequentemente, são rejeita- 
dos pelo ribossomo. Entretanto, a ligação da paromomicina à 
subunidade 30S paga o preço energético desses deslocamen- 
tos de bases. Isso facilita a aceitação por parte do ribossomo 
(estabiliza a ligação) de aminoacil-tRNAs quase cognatos e, 
portanto, a incorporação errônea de seus resíduos de aminoá- 
cidos no polipeptídeo que está sendo sintetizado. 

d. Tetraciclína 

A tetraciclína e seus derivados são antibióticos de amplo 
espectro que se ligam à subunidade menor de ribossomos 
procarióticos, onde inibem a ligação de aminoacil-tRNAs. 
Uma estrutura por raios X da tetraciclína em complexo com 
a subunidade 30S revela que ela se liga principalmente em 
uma fenda composta apenas pelo domínio 3' maior do RNA 
16S (Fig. 32.27a), que está localizada no pescoço da subuni- 
dade 30S, exatamente acima de seu sítio A. Isso permite que 
a triagem inicial do aminoacil-tRNA prossiga, mas bloqueia 
fisicamente a sua acomodação no sítio de peptidil-transfe- 
rase (A/ A) após a ocorrência da hidrólise de GTP catali- 
sada por EF-Tu, resultando na liberação do tRNA. Assim, 
além de impedir a síntese proteica, a ligação da tetraciclína 



FIGURA 32.66 Estrutura por raios X do ribossomo 30S 
em complexo com o antibiótico paromomicina. A vista e a 
coloração são as mesmas da Fig. 32.59, com a molécula de 
paromomicina (PAR) representada na forma de bastões em 
amarelo-esverdeado. (Cortesia de Venki Ramakrishnan, MRC 
Laboratory of Molecular Biology, Cambridge, Reino Unido. 
PDBids 1IBK.) 

promove a hidrólise improdutiva de GTP, o que, como ela 
ocorre sempre que um aminoacil-tRNA cognato se liga ao 
ribossomo, determina um enorme esgotamento energético 
para a célula. Os nucleotídeos que formam o sítio de ligação 
à tetraciclína são pouco conservados nos ribossomos eucari- 
óticos, o que explica, portanto, a especificidade bacteriana 
desse antibiótico. 

A tetraciclina também bloqueia a resposta estringente 
(Seção 31.31), pela inibição da síntese de (p)ppGpp. Isso in- 
dica que um tRNA deacilado deve ligar-se ao sítio A para 
ativar o fator estringente. 

Linhagens bacterianas resistentes à tetraciclina têm se 
tornado bastante comuns, determinando um sério problema 
clínico. A resistência é frequentemente conferida por uma 
diminuição na permeabilidade da parede celular bacteriana 
à tetraciclina, ao invés de por qualquer alteração nos compo- 
nentes ribossômicos. 

e. Toxina da difteria 

A difteria é uma doença resultante da infecção bacteriana 
por Corynebacíerium diphtheriae portadora do bacteriófago 
corinefago (3. A difteria foi a principal causa de mortalidade 
infantil até o final da década de 1920, quando a imunização 
tomou-se corrente. Embora a infecção bacteriana esteja nor- 
malmente restrita ao trato respiratório superior, a bactéria 
secreta uma proteína codificada pelo fago, conhecida como 
toxina da difteria (DT, de diphtheria toxin), que é responsá- 
vel pelos efeitos letais da doença. A toxina da difteria inativa, 
deforma específica, o fator de alongamento eucariótico eEF2, 
inibindo, dessa maneira, a síntese proteica eucariótica. 
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Os efeitos patogênicos da difteria são evitados, como foi 
descoberto na década de 1880, pela imunização com o to- 
xoide (a toxina inativada por formaldeído). Indivíduos que 
contraíram difteria são tratados com antitoxina de soro de 
cavalo, que se liga à DT e a inativa, e também com antibióti- 
cos para o combate à infecção bacteriana. 

A DT é um membro da família de toxinas bacterianas que 
inclui a toxina da cólera (CT, de cholera toxin ) e a toxina per- 
tussis (PT, de pertussis toxin ; Seção 19.2Ce). Ela é uma pro- 
teína monomérica de 535 resíduos, que é facilmente clivada 
após seus resíduos de Arg 190, 192 e 193 por tripsina ou por 
outras enzimas de tipo similar. Essa hidrólise ocorre próxima 
ao momento em que a toxina da difteria encontra a sua célula- 
-alvo, produzindo dois fragmentos, A e B, que, apesar disso, 
permanecem unidos por uma ponte dissulfeto. O domínio 
C-terminal do fragmento B liga-se a um receptor específico na 
membrana plasmática de células suscetíveis, induzindo, dessa 
forma, a entrada da DT no endossomo (Fig. 12.91) por endo- 
citose mediada pelo receptor (Seção 12.5Bc; o fragmento A li- 
vre é desprovido de atividade tóxica). O baixo pH, de 5, do en- 
dossomo provoca uma mudança conformacional no domínio 
N-terminal do fragmento B, que, então, se insere na membra- 
na do endossomo, de forma a facilitar a entrada do fragmento 
A no citoplasma. A ponte dissulfeto que liga as subunidades 
A e B é então clivada pelo ambiente redutor do citoplasma. 

No citosol, o fragmento A catalisa a ADP-ribosilação do 
eEF2 por NAD + , 

eEF2 + NAlT 
(aífVo) 

Toxina da difteria 

' f 

ADP-ribosil-eEF2 + Nicotinamida + H 
(ínat/vo) 

dessa forma, inativando esse fator de alongamento. Como o 
fragmento A atua de forma catalítica, uma molécula é sufi- 
ciente para promover a ADP-ribosilação de todos os eEF2s 
de uma célula, o que interrompe a síntese proteica e provoca 
a morte celular. Apenas poucas microgramas da toxina da 
difteria são, portanto, suficientes para causar a morte de um 
indivíduo não imunizado. 

A toxina da difteria ADP-ribosila especificamente um re- 
síduo de His modificado do eEF2, conhecido como diftamida: 



Diftamida ADP-ribosilada 


A diftamida está presente apenas no eEF2 (ela não ocorre 
nem mesmo em seu correspondente bacteriano, EF-G), o 
que explica por que a toxina da difteria modifica específica e 
exclusivamente esse fator de alongamento eucariótico (lem- 
bre que a CT promove a ADP-ribosilação de um resíduo de 
Arg específico de G Sci e a PT promove a ADP-ribosilação de 
um resíduo de Cys específico de G ia ; Seção 19.2C). Como 
a diftamida ocorre em todos os eEF2s eucarió ticos, prova- 
velmente ela é essencial para a atividade de eEF2. Porém, 
determinadas células animais mutantes cultivadas, que apre- 
sentam uma capacidade de síntese proteica diminuída, não 
possuem as enzimas que modificam a His em diftamida após 
a tradução (apesar de mutações do resíduo de His da difta- 
mida para Asp, Lys ou Arg inativarem a tradução). Talvez, o 
resíduo de diftamida possua uma função de controle. 

4 CONTROLE DA TRADUÇÃO EM EUCARIOTOS 

As taxas de iniciação ribossômica em mRNAs procarióticos 
diferem em fatores de até 100, uma variação que é, em gran- 
de parte, uma consequência de suas sequências de Shine-Dal- 
garno diferentes. Além disso, os genes que formam um ópe- 
ron são, frequentemente, expressos em quantidades molares 
decrescentes a partir da extremidade 5' do óperon para a sua 
extremidade 3'. Por exemplo, as proteínas especificadas pelo 
óperon lac de E. coli (Seção 32.1Ab), p-galactosidase, galac- 
tose-permease e tiogalactosídeo-transacetilase, são produzi- 
das em razões molares de 10:5:2, Tal polaridade pode surgir 
quando o códon de iniciação de um gene que não apresenta 
a sequência de Shine-Dalgarno está muito próximo do códon 
de Parada do gene que está a montante (upstream), uma si- 
tuação que ocorre com muito quando o códon de Parada se 
sobrepõe ao códon de iniciação, como na sequência AUGA. 
A tradução do gene que está a montante será, então, neces- 
sária para a tradução do gene a jusante (downstream) , um 
fenômeno denominado de acoplamento traducional (trans- 
lational coupling). A polaridade surge porque um ribossomo 
frequentemente se dissocia do mRNA ao encontrar o códon 
de Parada do gene que está a montante. Alternativamente, 
um mRNA pode se dobrar de uma forma que mascara uma 
sequência de Shine-Dalgarno interna, por exemplo, ao reali- 
zar um pareamento de bases entre um segmento adjacente à 
sequência de Shine-Dalgarno com um elemento a jusante do 
gene precedente. Tais sequências de Shine-Dalgarno se tor- 
nam disponíveis quando um ribossomo que está traduzindo 
o gene precedente desfaz a estrutura dobrada. 

A expressão genética em procariotos é quase totalmente 
controlada em nível de transcrição (Seção 31.3). Isso ocorre, 
aparentemente, porque os mRNAs procarióticos apresen- 
tam tempos de vida de apenas poucos minutos e, portanto, 
a forma mais eficiente de utilização dos recursos é controlar 
a sua transcrição. Apesar disso, a expressão de determinados 
genes procarióticos é controlada em nível de tradução, mais 
notavelmente daqueles que codificam proteínas ribossômi- 
cas (as quais compreendem 10% das proteínas celulares), 
que devem ser produzidas em quantidades equimolares. A 
produção de proteínas ribossômicas é controlada, em parte, 
por um processo no qual uma proteína ribossômica se liga 
ao mRNA do óperon que a codifica, na vizinhança de um 
sítio de iniciação da tradução, localizado próximo à extre- 
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midade 5' do mRNA, de forma a inibir a sua iniciação da 
tradução. Entretanto, cada uma dessas proteínas se liga mais 
fortemente a um rRNA que está formando um ribossomo. 
Consequentemente, apenas quando existe um excesso de 
tal proteína é que ela vai inibir a sua própria tradução, bem 
como daquelas outras proteínas codificadas pelo seu óperon. 

As células eucarióticas, cujos mRNAs apresentam tem- 
pos de vida de horas ou dias, respondem a muitas de suas 
necessidades através do controle em nível de tradução. 
Nesta seção, será examinado como a tradução eucariótica é 
regulada pela fosforilação/desfosforilação de eIF2 e de el- 
F4E. Em seguida, será considerado o controle da tradução 
pelo ocultamento e pela poliadenilação citoplasmática de 
mRNAs e, por fim, discute-se a utilização de oligonucleotí- 
deos antissenso. 

A. Regulação de elF2 

Quatro importantes vias para a regulação da tradução em 
eucariotos envolvem a fosforilação do resíduo conservado de 
Ser 51 da subunidade a do eIF2 (eIF2a; lembre que o eIF2 é 
um trímero afPy que conduz o Met-tRNA^ lcl para a subuni- 
dade ribossômica 40S, e que o complexo resultante percorre 
o mRNA ao qual está ligado em busca do códon de inicia- 
ção AUG para formar o complexo de iniciação 48S; Seção 
32.3Cd). As chamadas eIF2a-dnases, que realizam essa ta- 
refa, compartilham um domínio de cinase conservado, mas 
possuem domínios reguladores únicos. 

a. A disponibilidade de heme controla a tradução de globina 
Os reticulócitos sintetizam proteínas, quase que exclusiva- 
mente a hemoglobina, em uma taxa extremamente elevada 
e são, portanto, um dos sistemas favoritos para estudos de 
tradução eucariótica. A síntese de hemoglobina em lisados 
de reticulócitos frescos ocorre normalmente durante vários 
minutos, mas, depois, para abruptamente, devido à inibição 
da iniciação da tradução e a consequente desagregação dos 
polissomos. Esse processo é evitado pela adição de heme 
(um produto mitocondrial [Seção 26.4A] que esse sistema in 
vitro não é capaz de sintetizar), indicando, portanto, que a 
síntese de globina é regulada pela disponibilidade de heme. A 
inibição da iniciação da tradução de globina também é rever- 
tida pela adição do fator de iniciação eucariótico eIF2 e por 
níveis elevados de GTP. 

Na ausência de heme, os lisados de reticulócitos acumu- 
lam uma eIF2a-cinase, denominada inibidor regulado pelo 
heme (HR1, de heme-regulated inhibitor, também chamado 
de repressor controlado pelo heme [HCR, de heme-control- 
led repressor ]). O HRI é um homodímero cujas subunidades 
de 629 resíduos contêm, cada uma, dois sítios de ligação ao 
heme. Quando heme está em abundância, ambos os sítios es- 
tão ocupados e a proteína, que é autofosforilada em vários 
resíduos de Ser e Thr, está inativa. Porém, quando há escas- 
sez de heme, um desses sítios perde o heme que estava ligado 
a ele, o que ativa o HRI para executar a sua autofosforilação 
em vários sítios adicionais e a fosforilação do resíduo de Ser 
51 do eIF2a. 

O eIF2 fosforilado pode participar do processo de inicia- 
ção ribossômico da mesma maneira que o eIF2 não fosfori- 
lado. Essa observação intrigante foi esclarecida pela desco- 
berta de que o GDP não se dissocia do eIF2 fosforilado no 
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FIGURA 32.87 Modelo para a síntese proteica controlada 
pelo heme em reticulócitos. 


final do processo de iniciação, como normalmente ocorre por 
um processo facilitado por eIF2B, que atua como um GEF 
(Fig. 32.44). Isso ocorre porque o eIF2 fosforilado forma 
um complexo muito mais compacto com o eIF2B do que o 
eIF2 não fosforilado. Isso sequestra o eIF2B (Fig. 32.67), que 
está presente em quantidades menores do que as do eIF2, 
impedindo, assim, a regeneração do eIF2 • GTP necessária 
para a iniciação da tradução. A presença de heme reverte 
esse processo pela inibição do HRI, o que determina que as 
moléculas fosforiladas do eIF2 sejam reativadas pela ação da 
eIF2-fosfatase, que não é afetada pelo heme. Portanto, o re- 
ticulócito coordena a sua síntese de globina e de heme. 

b. 0 interferon protege contra infecções virais 
Interferons são citocinas secretadas por células de vertebrados 
infectadas por vírus. Ao se ligarem aos receptores de superfície 
de outras células, os interferons as convertem a um estado 
antiviral, que inibe a replicação de uma ampla variedade de 
vírus de RN A e de D NA. De fato, a descoberta dos interfe- 
rons na década de 1950 ocorreu a partir da observação de 
que indivíduos infectados por vírus são resistentes à infecção 
por um segundo tipo de vírus. 

Existem três famílias de interferons: o tipo a ou inter- 
feron leucocitário (165 resíduos; leucócitos são células san- 
guíneas brancas), o tipo [1 ou interferon fibroblástico (166 
resíduos; fibroblastos são células do tecido conectivo) rela- 
cionado e o tipo 7 ou interferon linfocitário (146 resíduos; 
linfócitos são células do sistema imune). A síntese de inter- 
feron ê induzida por RN A de fita dupla (dsRNA, de double- 
- stranded RN A ), que é gerado durante a infecção tanto por ví- 
rus de D NA como por vírus de RN A, e também pelo dsRNA 
sintético poli(I) * poli(C). Interferons são agentes antivirais 
eficientes até em concentrações de apenas 3 X 10” 14 M, o que 
os coloca entre as substâncias biológicas mais potentes co- 
nhecidas. Além disso, eles apresentam especificidades bem 
mais amplas do que os anticorpos produzidos contra um de- 
terminado vírus. Por isso, eles atraíram um grande interesse 
médico, particularmente depois que foi demonstrado que 
alguns cânceres são induzidos por vírus (Seção 19.3B). De 
fato, eles estão em uso clínico contra determinados tumores 
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e infecções virais. Esses tratamentos estão sendo possíveis 
graças à produção em grandes quantidades dessas proteínas, 
de outra forma bastante escassas, pelas técnicas de DNA re- 
combinante (Seção 5.5G). 

Os interferons impedem a proliferação virai principal- 
mente pela inibição da síntese proteica em células infectadas 
(o interferon linfocitário também modula a resposta imune). 
Eles fazem isso de duas maneiras independentes í Fig. 32.68): 

1. Os interferons induzem a produção de uma eIF2a-cina- 
se, a proteína-cinase ativada por RNA de fita dupla (PKR; 
também conhecida como inibidor ativado por RNA de fita 
dupla [DAI, de double-stranded RNA-activated inhibitor ] ; 
551 resíduos), que, ao ligar-se a dsRNA, dimeriza e se au- 
tofosforila. Isso ativa a PKR, que fosforila o eIF2a em seu 
resíduo de Ser 51 e inibe, assim, a iniciação ribossômica e, 
portanto, a proliferação dos vírus em células por eles infec- 
tadas. A importância da PKR para a defesa antiviral celular 


é indicada pela observação de que muitos vírus expressam 
inibidores desta enzima. 

2. Os interferons também induzem a síntese da (2',5')-oli- 
goadenilato-sintase (2,5 A-sintase) . Na presença de dsRNA, 
essa enzima catalisa a síntese a partir de ATP de um oligonu- 
cleotídeo incomum, o pppA(2'pSA)„, onde n = 1 a 10. Esse 
composto, 2,5 -A, ativa uma nuclease preexistente, a RN ase L, 
que degrada mRNA, inibindo, portanto, a síntese proteica. O 
2,5-A é, ele próprio, rapidamente degradado por uma enzi- 
ma chamada de (2', 5')-fosfodiesterase, de modo que deve ser 
continuamente sintetizado para que mantenha seu efeito. 

A independência dos sistemas do 2,5-A e da PKR é demons- 
trada pela observação de que o efeito do 2,5-A sobre a sín- 
tese proteica é revertido pela adição de mRNA, mas não 
pela adição do eIF2. (Lembre que a interferência por RNA 
[RNAi; Seção 31.4At] constitui-se em uma defesa antiviral 
alternativa, com base em dsRNA.) 
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c. A PERK impede a montagem de proteínas desenoveladas 
no RE 

A cinase do retículo endoplasmático semelhante à PKR 
(PERK, de PKR-like endoplasmatic reticulum kinasé), uma 
proteína transmembrânica de 1.087 resíduos, localiza-se na 
membrana do retículo endoplasmático (RE) de todos os eu- 
cariotos multicelulares. Ela é reprimida pela sua ligação à 
chaperona BiP (Seção 12.4Bf), encontrada no RE. Quando 
o RE contém uma quantidade excessiva de proteínas dese- 
noveladas (o que é causado por várias formas de estresse, 
como, por exemplo, temperaturas elevadas), a BiP dissocia- 
-se da PERK, que é então ativada para fosforilar o eIF2a em 
seu resíduo de Ser 51 e, assim, inibir a tradução. Portanto, a 
PERK funciona para proteger a célula dos danos irreversíveis 
causados pelo acúmulo de proteínas desenoveladas no RE. 

A síndrome de Wolcott-Rallison é uma doença genética 
caracterizada principalmente pelo desenvolvimento de diabe- 
tes dependente de insulina (tipo I) ainda nos primeiros anos 
de vida (o diabetes de tipo I em geral manifesta-se inicialmen- 
te em um período mais tardio da infância; Seção 27 .4B). Ela 
é causada por mutações no domínio catalítico da PERK. Isso 
resulta na morte das células p pancreáticas, nas quais a PERK 
é particularmente abundante. Desordens sistêmicas múltiplas 
ocorrem subsequentemente, inclusive osteoporose (redução 
na quantidade de tecido ósseo) e retardo do crescimento. 
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FIGURA 32.68 A ação do interferon. Em células tratadas 
com interferon, a presença de dsRNA, que normalmente é re- 
sultado de infecções virais, causa (a) a inibição da iniciação da 
tradução e (b) a degradação de mRNA, bloqueando, portanto, 
a tradução e impedindo a replicação virai. 


d. A GCN2 regula a biossíntese de amlnoácidos 
GCN2 (1.590 resíduos), a única cinase de eIF2a em levedura, 
é um ativador transcricional do gene que codifica o GCN4, 
um ativador transcricional de vários genes de levedura, muitos 
dos quais codificam enzimas que participam das vias biossínté- 
ticas de aminoácidos. O domínio C-terminal da GCN2, similar 
à histidil-tRNA-sintase (HisRS), liga-se preferencialmente a 
tRNAs descarregados (cuj a presença é um indicativo de um 
suprimento insuficiente de aminoácidos). A ligação de um 
tRNA descarregado a esse domínio semelhante à HisRS ativa 
o domínio de cinase adjacente do eIF2a e, dessa forma, inibe 
a iniciação da tradução, embora apenas em níveis modestos. 

A despeito dessa inibição da síntese proteica de levedura, 
a GCN2 ativada induz a expressão de GCN4. Essa proprie- 
dade aparentemente contraditória da GCN2 decorre, como 
explicado por Alan Hinnebusch, do fato do mRNA de GCN4 
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conter quatro fases de leitura abertas a montante (uORFs, 

de upstream open reading frames), uORFl a uORF4, na sua 
sequência líder 5' que precede a sequência codificadora de 
GCN4. Sob condições normais de nutrientes, nas quais a 
GCN2 está inativa, o ribossomo liga-se ao mRNA nas proxi- 
midades de seu quepe 5' e o percorre em busca do códon de 
iniciação AUG mais próximo (que está na uORFl), onde ele 
forma o complexo de pré -iniciação de 48S (Fig. 32.44) e inicia 
a tradução da uORFl (Seção 32.3Cd). Ao terminar a tradu- 
ção no códon de Parada da uORFl, a presença de sequências 
ricas em A + U nas proximidades faz com que o ribossomo 
reassuma a busca pelo códon AUG seguinte, onde ele inicia 
a tradução da uORF2. Esse processo se repete até que o ri- 
bossomo termine a tradução no final da uORF4, onde as se- 
quências ricas em G + C que cercam o seu códon de Parada 
fazem com que o ribossomo se desprenda do mRNA, Assim, 
o GCN4 é expresso somente em níveis basais baixos. Porém, 
sob condições de carência de nutrientes, nas quais a GCN2 
fosforila o eIF2a em seu resíduo de Ser 51, o nível reduzido 
do complexo ternário de eIF2 • Met-tRNAf 1 * GTP resul- 
tante faz com que a subunidade de 40S percorra distâncias 
mais longas, antes que ela consiga formar o complexo de pré- 
-iniciação 48S. Consequentemente, ~ 50% dos ribossomos 
buscam além da uORF2, da uORF3 e da uORF4 e somente 
iniciam a tradução no códon AUG de GCN4, que é, por- 
tanto, traduzido em níveis elevados (a uORF2 e a uORF3 
podem ser eliminadas por mutação sem afetarem de forma 
significativa o controle da tradução). 

Homólogas da GCN2 em mamíferos são ativadas sob 
condições de carência de aminoácidos. Isso sugere que o 
processo descrito anteriormente foi conservado ao longo da 
evolução eucariótica. 

B. Regulação de elF4E 

eIF4E (a proteína de ligação ao quepe) se liga no quepe de 
m'G dos mRNAs eucarióticos e, assim, participa da iniciação 
da tradução, auxiliando na identificação do códon de inicia- 
ção AUG (Seção 32. 3 Cd), Quando células de mamíferos são 
tratadas com hormônios, citocinas, mitógenos (substâncias 
que induzem mitose) e/ou fatores de crescimento, o resíduo 
de Ser 209 do eIF4E humano é fosforilado, por uma cascata 
de MAP-cinases ativada por Ras (Seções 19.3C e 19.3D), o 
que aumenta a afinidade do eIF4E por mRNAs com quepe 
e, portanto, estimula a iniciação da tradução. O resíduo de 
Ser 209 ocupa uma posição superficial no eIF4E, adjacente 
ao sítio de ligação do grupo fosfato p do m'GDP e flanque- 
ando a fenda putativa para ligação do mRNA (Fig. 32.45b). 
A estrutura do eIF4E sugere que o grupo fosforila da Ser 
209 fosforilada forma uma ponte salina com o resíduo de Lys 
159, que ocupa o outro lado da fenda putativa de ligação ao 
mRNA, de modo a formar um grampo que aj udaria a estabi- 
lizar o mRNA ligado. A importância de regular a atividade 
de eIF4E é indicada pelas observações de que a sua superex- 
pressão promove a transformação maligna de linhagens celu- 
lares de roedores e de que a expressão de eIF4E está elevada 
em vários cânceres humanos. 

As proteínas homólogas de ~ 120 resíduos conhecidas 
como 4E-BP1, 4E-BP2 e 4E-BP3 (BP de binding protein, 
proteína de ligação; as duas primeiras também são conhe- 
cidas como PHAS-I e PHAS-II) inibem a tradução depen- 


dente de quepe. Elas fazem isso ligando-se ao eIF4E no lado 
oposto ao do seu sítio de ligação ao mRNA, em uma região 
de sete resíduos superficiais altamente conservados e, por- 
tanto, não impedem que o eIF4E ligue-se ao quepe de m G. 
Em vez disso, elas impedem o eIF4E de ligar-se ao eIF4G e, 
dessa forma, interferem com a formação do complexo eIF4F, 
que posiciona o complexo subunidade ribossômica 40S-Met- 
tRNA ; Mcl no códon de iniciação AUG (Seção 32.3Cd). De 
fato, todas as 4E-BPs e o eIF4G possuem o motivo de se- 
quência YXXXXLc|> (em que cj> é um resíduo alifático, mais 
frequentemente L, mas também M ou F), por meio do qual 
elas se ligam ao eIF4E. 

O tratamento de células responsivas com insulina ou 
com qualquer um dos vários fatores de crescimento proteicos 
faz com que as 4E-BPs se dissociem do eIF4E. Isso ocorre 
porque a presença desses hormônios induz a fosforilação de 
4E-BPs em seis resíduos de Ser/Thr, através da rota de trans- 
dução de sinal que envolve PI3K, PKB e mTOR (Fig. 19.67). 
Evidentemente, a fosforilação de eIF4E e das 4E-BPs tem 
efeitos similares, senão sinérgicos, na regulação hormonal da 
tradução em eucariotos. 

C. Ocultamento do mRNA e poliadenilação citoplasmática 

Sabe-se, desde o século XIX, que o desenvolvimento embrio- 
nário inicial em animais, tais como ouriços-do-mar, insetos 
e rãs, é quase que inteiramente governado pela informação 
presente no oócito (óvulo) antes da fecundação. De fato, em- 
briões de ouriços-do-mar expostos a uma quantidade de acti- 
nomicina D (Seção 3i.2Cc) suficiente para inibir a síntese de 
RNA, mas sem bloquear a replicação do DNA, desenvolvem- 
-se normalmente no decorrer de seus estágios iniciais, sem 
qualquer alteração em seus programas de síntese proteica. 
Isso ocorre, em parte, porque um óvulo não fecundado con- 
tém uma grande quantidade de mRNA que é “ocultado” por 
proteínas associadas, formando partículas ribonucleoprotei- 
cas que impedem, dessa forma, a associação do mRNA com 
os ribossomos que também estão presentes. Na fecundação, 
esse mRNA é “exposto” de uma maneira controlada, possi- 
velmente pela desfosforilação das proteínas associadas a ele, 
e começa a comandar a síntese proteica. O desenvolvimento 
do embrião pode, portanto, iniciar imediatamente após a fe- 
cundação, ao invés de ter que esperar pela síntese de mRNAs 
especificados pelo progenitor paterno. Assim, a expressão 
gênica nos estágios iniciais do desenvolvimento é totalmen- 
te controlada em nível de tradução; o controle transcricional 
somente torna-se importante quando a transcrição é iniciada. 

a. Poliadenilação citoplasmática 

Outro mecanismo de controle de tradução em oócitos e em- 
briões iniciais envolve a poliadenilação de mRNAs no cito- 
plasma (a poliadenilação normalmente ocorre no núcleo, de- 
pois do que o mRNA é exportado para o citoplasma; Seção 
31.4Ab). Nos oócitos, um número expressivo de mRNAs de 
origem materna apresenta caudas de poli(A) relativamente 
curtas (de 20-40 nt, em vez da extensão usual de,~- 250 nt). 
A região 3' não traduzida desses mRNAs contém tanto o 
sinal de poliadeniliação AAUAAA (que é necessário para 
a poliadenilação no núcleo; Seção 31.4Ab), como um assim 
chamado elemento de poliadenilação citoplasmático (CPE, 
de cytoplasmic polyadenilation element), cuja sequência 
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consensual é UUUUUAU. O CPE é reconhecido pela prote- 
ína de ligação ao CPE (CPEB, de CPE-binding proteiri), que 
contém dois motivos de reconhecimento de RNA (RRMs, de 
RN A recognition motifs ) e um motivo dedo de zinco (Seção 
34.3B1), que contribuem para a sua ligação ao mRNA. Joel 
Richter descobriu que CPEB recruta uma proteína de 931 re- 
síduos, chamada masquina, que, por sua vez, liga-se ao eIF4E 
(a proteína de ligação a quepe ) que está ligado ao quepe 5' do 
mRNA (Fig. 32.69a). A masquina contém o mesmo motivo 
YXXXXLcj) por meio do qual as 4E-BPs e o eIF4G Ügam-se 
ao eIF4E (Seção 32.4B), bloqueando, dessa forma, a ligação 
de eIF4G ao eIF4E e, consequentemente, impedindo a for- 
mação do complexo de pré-niciação de 48S (Fig. 32.44). 

Na maturação de oócitos de Xenopus laevis, um pro- 
cesso que precede a fecundação e é estimulado pelo hormô- 
nio esteroide progesterona (Seção 19.1Gb), uma variedade 
de mRNAs, inclusive aqueles que codificam várias ciclinas 
(que participam do controle do ciclo celular; Seção 34.4Da), 
é ativada em nível de tradução. Logo após a exposição à 
progesterona, uma proteína-cinase denominada aurora fos- 
forila a CPEB ligada ao mRNA em seu resíduo de Ser 174. 
Isso aumenta a afinidade de CPEB pelo fator de clivagem 
e especificidade de poliadenilação (CPSF, de cleavage and 
polyadenilation specificity factor. Seção 31.4Ab), que então 
se liga à sequência AAUAAA do mRNA, onde ele recruta 
a poli(A)-polimerase (PAP) para o alongamento da cauda 
poli(A) (Fig. 32.696). 

A iniciação da tradução e a poliadenilação citoplas- 
mática ocorrem simultaneamente, o que sugere que esses 
processos estão ligados. De fato, Richter mostrou que isso 
ocorre pela ligação à poli (A) da proteína de ligação à poli (A) 
(PABP, de poli(A)-binding protein; Seção 31.4Ab), que, 
como visto (Seção 32. 3 Cd), também se liga ao eIF4G para 
circularizar o mRNA. O eIF4G nesse complexo desloca a 
masquina do eIF4E, permitindo, assim, a formação do com- 
plexo de pré-iniciação 48S e, portanto, a tradução do mRNA 
(Fig. 32.696). 

Células de mamíferos também apresentam uma poliade- 
nilação dtoplasmática de mRNA dependente do ciclo celu- 
lar. Isso sugere que o controle da tradução por poliadenila- 
ção é uma característica geral de células animais. 


D. Otigonucleotídeos antissenso 

Uma vez que os ribossomos não podem traduzir hélices de 
RNA de fita dupla ou híbridas DNA-RNA, a tradução de 
um determinado mRNA pode ser inibida por um segmen- 
to de seu RNA ou DNA complementar, ou seja, um RNA 
antissenso ou um oligodesoxinucleotídeo antissenso, que são 
coletivamente conhecidos como oligonucleotídeos antissen- 
so. Além disso, RNases H endógenas (enzimas que clivam a 
fita de RNA de um dúplex RNA-DNA; Seção 31. 4C) clivam 
um dúplex de mRNA-oligodesoxinucleotídeo em sua fita de 
mRNA, deixando o oligodesoxinucleotídeo antissenso intac- 
to para ligar-se em outro mRNA. 

Como o genoma humano consiste em ~ 3 bilhões de pb, 
um oligonucleotídeo de ~ 15 nt (que é facilmente sinteti- 
zado; Seção 7.6Aa) poderia, de maneira ideal, ser capaz de 
atingir qualquer segmento do genoma humano. Essa especi- 
ficidade extraordinária possibilita a introdução ou a expres- 
são de um oligonucleotídeo antissenso em um tecido sele- 
cionado ou organismo, com um imenso potencial biomédico 
ou bio tecnológico. Entretanto, devem ser tomados cuidados 
para que o oligonucleotídeo antissenso não elimine, também, 
mRNAs para os quais ele não é direcionado. 

Métodos para a introdução de um oligonucleotídeo anti- 
-senso de utilidade terapêutica em um tecido-alvo estão ain- 
da em seus primórdios. Isso deve-se, em parte, ao fato dos oli- 
gonucleotídeos serem rapidamente degradados pelas muitas 
nucleases presentes em um organismo e também porque eles 
não passam diretamente através das membranas celulares. 
Além disso, é provável que um mRNA-alvo esteja associa- 
do com proteínas celulares e, portanto, não esteja disponível 
para a ligação com outras moléculas. A resistência a nuclea- 
ses pode ser aumentada pela introdução de modificações nos 
oligonucleotídeos, como, por exemplo, pela substitução de 
um oxigênio que não está participando de pontes químicas 
em cada grupo fosfato por um grupo me tila ou um átomo de 
S, de forma a criar oligonucleotídeos de metilfosfonato ou 
de fosforotioato, embora essas modificações reduzam suas 
atividades de antissenso. A expressão de oligonucleotídeos 
antissenso nos tecidos específicos contornaria, naturalmente, 
o problema da introdução, mas apresentaria todas as dificul- 
dades associadas à terapia gênica (Seção 5.5H). 


(a) 



Tradução ativa 



FIGURA 32.89 Controle da tradução mediado por CPEB. (a) Em oócitos imaturos de Xenopus , a um mRNA contendo o CPE 
(UUUUUAU) liga-se a CPEB, à qual se liga à masquina, que, depois, se liga ao eIF4E, de forma a impedi-lo de ligar-se ao eIF4G, 
o que mantém o mRNA em um estado de tradução dormente (mascarado). (6) No processo de maturação, a CPEB é fosforilada 
pela proteína-cinase aurora. A CPEB fosforilada liga-se ao CPSF, que recruta a PAP para estender a cauda poli(A) do mRNA, an- 
teriormente curta. A PABP se liga a essa cauda de poli(A) recém-estendida e, simultaneamente, liga-se ao eIF4G, de forma a des- 
locar a masquina. Isso permite que o complexo de iniciação 48S seja montado e, portanto, que a tradução do mRNA ocorra. (Com 
base em um esquema de Mendez, R., e Richer, J.D., Nature Rev. Mol. Cell Biol. 2, 521 [2001].) 
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Apesar do que foi discutido anteriormente, a tecnolo- 
gia do antissenso está começando a apresentar sucessos. O 
Fomivirsen (nome comercial Vitravene), um oligonudeo- 
tídeo de fosforotiolato de 21 nt que é complementar a um 
mRNA expressado pelo dtomegalo vírus (CMV), é eficien- 
te no tratamento de retinite (inflamação da retina) causada 
pela infecção pelo CMV em indivíduos com Aids (o CMV é 
um patógeno oportunista que raramente infecta indivíduos 
com o sistema imune funcionando normalmente). Ele foi 
aprovado para a utilização em seres humanos pela FDA em 
1998, tendo sido o primeiro fármaco antissenso aprovado 
neste nível. Diversos outros oligonucleotídeos antissenso, 
direcionados principalmente contra genes que são superex- 
pressos em cânceres específicos e doenças autoimunes, bem 
como em outras infecções virais, estão em testes clínicos 
(Seção 15.4Bb), embora fármacos antissenso adicionais não 
tenham sido, ainda, aprovados para a utilização humana. 

A tecnologia do antissenso também tem apresentado 
algum sucesso no campo da biotecnologia. Por exemplo, em 
tomates e outras frutas, a enzima poligalacturonase (PG), 
que é expressa durante o amadurecimento, despolimeriza a 
pectina (principalmente o ácido poligalacturônico) na parede 
celular. Isso resulta em um amolecimento dos tomates, até o 
ponto em que os frutos amadurecidos na planta (e, portanto, 
com melhor sabor) não são capazes de suportar os rigores do 
transporte e, portanto, devem ser colhidos antes do amadure- 
cimento. A introdução em um tomate, por técnicas de enge- 
nharia genética, de um gene que expressa o RNA antissenso 
da PG deu origem ao chamado tomate Flavr Savr*, que apre- 
senta uma expressão de PG substancialmente reduzida e, por 
isso, permanece firme após o amadurecimento na planta. 

5 MODIFICAÇÃO POSTRADUCI ONAIS 

Para se tornarem proteínas maduras, os polipeptídeos devem 
ser enovelados em suas conformações nativas, suas pontes 
dissulfeto, caso ocorram, devem ser formadas, e, no caso de 
proteínas de subunidades múltiplas, as subunidades devem 
ser combinadas de maneira apropriada. Além disso, como 
será visto no decorrer desse texto, muitas proteínas são mo- 
dificadas em reações enzimãticas que clivam proteolitica- 
mente determinadas ligações peptídicas e/ou modificam resí- 
duos específicos. Nesta seção, serão revisadas algumas dessas 
modificações pós-traducionais. 

A. Clivagem proteolítica 

A clivagem proteolítica é o tipo mais comum de modificação 
pós-traducional. Provavelmente, todas as proteínas madu- 
ras são assim modificadas, mesmo que apenas pela simples 
remoção proteolítica de seu resíduo de Met (ou fMet) ini- 
cial, imediatamente após a sua saída do ribossomo. Muitas 
proteínas, que estão envolvidas em uma ampla variedade de 
processos biológicos, são sintetizadas como precursores ina- 
tivos, que são ativados, sob condições apropriadas, por uma 
proteólise limitada. Alguns exemplos encontrados para esse 
fenômeno são a conversão do tripsinogênio e do quimotrip- 
sinogênio em suas formas ativas, pela clivagem tríptica de 


* N. de T.: Uma forma curta d eflavor saver, “poupador de sabor”. 


ligações peptídicas específicas (Seção 15.3E), e a formação 
da insulina ativa a partir de uma pró-insulina de 84 resíduos, 
pela remoção de sua cadeia C interna, de 33 resíduos (Seção 
9.1Aa). Proteínas inativas que são ativadas pela remoção de 
polipeptídeos são chamadas de pró-proteínas, enquanto os 
polipeptídeos removidos são denominados pró-peptídeos. 

a. Pró-peptídeos dirigem a montagem do colágeno 
A biossíntese do colágeno é ilustrativa das diversas facetas 
das modificações pós-traducionais. Lembre que o colágeno, 
um dos principais componentes do tecido conectivo, é uma 
proteína fibrosa de hélice tripla, na qual cada um dos poli- 
peptídeos contém a sequência de amino ácidos (Gly-X-Y) n , 
em que X frequentemente é Pro, Y frequentemente é 4-hi- 
droxiprolina (Hyp) e n ~ 340 (Seção 8.2B). Os polipeptídeos 
do pró-colágeno (Fig. 32.70) diferem daqueles da proteína 
madura pela presença de pró-peptídeos N- e C-terminais, 
de ~ 100 resíduos cada um, cujas sequências, em sua maior 
parte, são diferentes daquelas do colágeno maduro. Os 
polipeptídeos de pró-colágeno organizam-se rapidamente, 
tanto in vitro como in vivo, em uma tripla-hélice de colágeno. 
Em contraste, polipeptídeos extraídos do colágeno maduro 
se reorganizam somente após um período de dias, quando 
isso chega a ocorrer. Os pró-peptídeos do colágeno são apa- 
rentemente necessários para o enovelamento apropriado do 
pró-colágeno. 

Os pró-peptídeos N- e C-terminais do pró-colágeno 
são removidos, respectivamente, por amino- e carboxi- 
-pró-colágeno-peptidases (Fig. 32.71), as quais também 
podem ser específicas para diferentes tipos de colágenos. 
Um defeito hereditário da amino-pró-colãgeno-peptidase 



FIGURA 32.70 Micrografia eletrônica de agregados de pró- 
-colágeno que foram secretados por fibroblastos no meio ex- 
tracelular. (Cortesia de Jerome Gross, Massachusetts General 
Hospital, Harvard Medicai School, EUA.) 
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FI&UFA 32.71 Representação esquemática da molécula de pró-colágeno. Gal, Glc, GlcNAc e Man correspondem, respectiva- 
mente, a resíduos de galactose, glicose, A-acetilglicosamina e manose. Note que o pró-peptídeo N-terminal possui ligações dissulfe- 
to intracadeia, enquanto o pró-peptídeo C-terminal possui ligações dissulfeto tanto intracadeia como intercadeias. (De acordo com 
Prockop, D.J., Kivirikko, K.I., Tuderman, L., e Guzman, N.A., New Engl. J. Med. 301, 16 [1979].) 


de bovinos e ovinos resulta em uma condição bizarra, a 
dermatosparaxia, que é caracterizada por um couro ex- 
tremamente frágil. Uma doença análoga de seres huma- 
nos, a síndrome de Ehlers-Danlos VII, é causada por uma 
mutação em um dos polipeptídeos do pró-colágeno, que 
inibe a remoção enzimática de seu amino-pró-peptídeo. 
As moléculas de colágeno agregam-se espontaneamente 
para formar as fibras de colágeno (Figs. 8.31 e 8.32). 
Entretanto, micrografias eletrônicas de couro dermatospa- 
ráxico mostram fibras de colágeno esparsas e desorganiza- 
das. Aparentemente, a retenção de amino-pró-peptídeos do 
colágeno interfere com a formação apropriada da fibra. (O 
gene da dermatosparaxia foi introduzido por cruzamento 
em alguns rebanhos bovinos porque os heterozigotos pro- 
duzem carne mais macia.) 

b. Peptídeos-sinal são removidos de proteínas nascentes 
pela peptidase-sinal 

Muitas proteínas transmembrana ou proteínas destinadas à 
secreção são sintetizadas com um peptídeo-sinal N-terminal, 
de 13 a 36 resíduos predominantemente hidrofóbicos. Como 
foi visto na discussão sobre a rota secretória (Seção 12.4B), 
um peptídeo-sinal é reconhecido pela partícula de reconhe- 
cimento de sinal (SRP, de signal recognition particle ). A SRP 
associa-se a um ribossomo que está sintetizando um peptí- 
deo-sinal em um poro proteico conhecido como translocon, 
que está encaixado na membrana (o retículo endoplasmático 
rugoso [RER], em eucariotos, e a membrana plasmática, em 
bactérias) e conduz o peptídeo-sinal e o polipeptídeo nascen- 
te que o segue através do translocon. 

Proteínas que contêm um peptídeo-sinal são conhecidas 
como pré-proteínas ou, caso elas também contenham pró- 
-peptídeos, como prc-pró-proteínas. 


Depois do peptídeo-sinal ter passado através da mem- 
brana, ele é especificamente separado do peptídeo nascente 
por uma peptidase-sinal ligada à membrana. Tanto a insulina 
como o colágeno são proteínas secretadas e são, portanto, 
sintetizadas com peptídeos-sinal líderes na forma de pré-pró- 
-insulina e pré-pró-colágeno. Essas e muitas outras proteínas 
estão, portanto, sujeitas a três conjuntos de clivagens pro- 
teolíticas sequenciais: (1) a remoção de seus resíduos de Met 
iniciais, (2) a remoção de seus peptídeos-sinal, e (3) a excisão 
de seus pró-peptídeos. 

c. Poli proteínas 

Algumas proteínas são sintetizadas como segmentos de poli- 
proteínas, polipeptídeos que contêm as sequências de duas ou 
mais proteínas. Exemplos disso incluem muitos hormônios 
poüpeptídicos (Seção 34. 3 C); as proteínas sintetizadas por 
muitos vírus, inclusive aqueles causadores da poliomielite 
(Seção 33.2C) e da Aids (Seção 15.4Cb); e a ubiquitina, uma 
proteína eucariótica altamente conservada, envolvida na de- 
gradação de proteínas (Seção 32.6Bb). Proteases específicas 
clivam, após a tradução, as poliproteínas em suas proteínas 
componentes, presumivelmente pelo reconhecimento das 
sequências dos sítios de clivagem. Algumas dessas proteases 
são conservadas ao longo de distâncias evolutivas conside- 
ráveis. Por exemplo, a ubiquitina é sintetizada como várias 
repetições em tandem (poliiibiquitina), que E. coli cliva ade- 
quadamente, apesar de procariotos não possuírem a ubiqui- 
tina. Outras proteases apresentam sequências de cüvagem 
mais peculiares. Isso permitiu que químicos atuantes na área 
médica projetassem inibidores da protease do HTV (que ca- 
talisa uma etapa essencial do ciclo de infecção virai), que têm 
sido altamente eficientes na atenuação, se não no impedi- 
mento, do progresso da Aids (Seção 15.4Cd). 


Bioquímica 


1405 


B. Modificação covalente 

As proteínas estão sujeitas a modificações químicas espe- 
cíficas, tanto nos grupos funcionais de suas cadeias laterais 
como nos seus grupos amino e carboxila terminais. Mais 
de 150 tipos diferentes de modificações de cadeias laterais 
são conhecidos, envolvendo todas as cadeias laterais com 
exceção daquelas de Ala, Gly, Ile, Met e Vai (Seção 4. 3 A). 
Essas modificações incluem acetilações, glicosilações, hidro- 
xilações, metilações, nucleotidilações, fosforilações e ADP- 
ribosilações, bem como diversas modificações “variadas”. 

Algumas modificações de proteínas, como a fosforilação 
da glicogênio-fosforilase (Seção 18.1 A) e a ADP-ribosilação 
de eEF2 (Seção 32.3Ge), modulam a atividade da proteína. 
Várias modificações de cadeias laterais ligam covalentemen- 
te cofatores a enzimas, presumivelmente para aumentar suas 
eficiências catalíticas. Os exemplos encontrados de cofatores 
ligados são da TVMipoilisina na di-hidrolipoil-transacetilase 
(Seção 21.2Ac) e da 8a-histidilflavina na succinato-desidroge- 
nase (Seção 21.3F). A ligação de carboidratos complexos, que 
ocorrem em uma variedade quase infinita, altera as proprieda- 
des estruturais das proteínas e forma marcadores de reconhe- 
cimento em vários tipos de processos direcionados e interações 
célula-célula (Seções 11.3C, 12.3E e 23.3B). Modificações que 
estabelecem ligações cruzadas entre proteínas, como as que 
ocorrem no colágeno (Seção 8.2Bc), estabilizam agregados 
supramoleculares. As funções da maioria das modificações de 
cadeias laterais, entretanto, permanecem desconhecidas. 

a. A montagem do colágeno requer modificações químicas 
A biossíntese do colágeno (Fig. 32.72) é ilustrativa da matura- 
ção de proteínas por modificações químicas. À medida que os 
polipeptídeos de pró-colágeno nascentes passam para o RER 
dos fibroblastos que os estão sintetizando, os resíduos de Pro 
e Lys são hidroxilados para formarem Hyp, 3-hidroxi-Pro e 
5-hidroxi-Lys (Hyl). As enzimas que realizam essas modifi- 
cações são sequência-específicas: a prolil-4-hidroxilase e a 
lisil-hidroxüase atuam somente nos resíduos Y de sequências 
Gly-X-Y, enquanto a prolil-3-hidroxilase atua nos resíduos X, 


mas apenas se Y for Hyp. A glicosilação, que também ocorre 
no RER, subsequentemente liga resíduos de açúcar aos resí- 
duos de Hyl (Seção 8.2Bb). O enovelamento dos três polipep- 
tídeos na hélice tripla do colágeno deve seguir a hidroxilação 
e a glicosilação, porque as hidroxilases e as glicosil-transfera- 
ses não atuam sobre substratos helicoidais. Além disso, a hé- 
lice tripla de colágeno desnatura-se em temperaturas abaixo 
das fisiológicas, a menos que ela sej a estabilizada pelas intera- 
ções por ligações de hidrogênio que envolvem os resíduos de 
Hyp (Seção 8.2B). O enovelamento também é precedido pela 
formação de ligações dissulieto específicas entre cadeias dos 
carboxil-pró-peptídeos. Essa observação apoia a conclusão 
previamente discutida de que os pró-peptídeos de colágeno 
aj udam a selecionar e alinhar os três polipeptídeos do coláge- 
no para o enovelamento apropriado. 

As moléculas de pró-colágeno passam para o interior do 
aparelho de Golgi, onde elas são empacotadas dentro de ve- 
sículas secretoras (Seções 12.4C e 12.4D) e secretadas para 
os espaços extracelulares do tecido conectivo. Os amino-pró- 
-peptídeos são removidos logo após o pró-colágeno ter deixa- 
do a célula e os carboxi-pró-peptídeos são removidos algum 
tempo depois. As moléculas de colágeno, depois, organizam- 
-se em fibrilas espontaneamente, o que sugere que uma fun- 
ção importante do pró-peptídeo sej a a de impedir a formação 
intracelular da fibrila. Finalmente, após a ação da enzima ex- 
tracelular lisil-oxidase, as moléculas de colágeno nas fibrilas 
formam ligações cruzadas espontaneamente (Fig. 8.33). 

C. Spticing de proteínas; Inteínas e exteínas 

O splicing de proteínas é um processo de modificação pos- 
-traducional no qual um segmento interno da proteína 
(uma inteína) remove a si mesmo de uma proteína externa 
na qual ele está inserido, que ele liga para formar a exteína 
madura. As porções da exteína não processadas nos lados 
N- e C- terminais da inteína são chamadas de N-exteína e 
C-exteína. Mais de 500 inteínas putativas, variando em exten- 
são de 100 a 1.650 resíduos, foram identificadas até o momen- 



Pró-colãgeno 


Retículo endoplas 
m ático rugoso 


FIGUR/ 32.72 Representação esquemática da biossíntese de pró-colágeno. Sacarídeos estão representados como na Fig. 32.71. 
O diagrama não indica a remoção dos peptídeos-sinal. (De acordo com Prockop, D.J., Kivirikko, K.I., Tuderman, L., e Guzman, 
N.A., New Engl J. Med. 301, 18 [1979].) 
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to em arqueobactérias, eubactérias, eucarioto unicelulares e 
vírus (e estão registradas na Base de Dados de Inteínas em 
http://www.neb.com/neb/inteins.html). As várias exteínas 
nas quais essas inteínas estão inseridas não apresentam si- 
milaridade de sequência e, de fato, podem ser substituídas 
por outros pofipeptídeos, o que indica que as exteínas não 
possuem os elementos catalíticos que fazem a mediação do 
splicing de proteínas. Já os elementos de processamento de ~ 
130 resíduos das inteínas exibem significativa similaridade de 
sequência. Todos eles possuem quatro resíduos conservados 
na junção de splice : (1) um Ser/Thr/Cys na região N-terminal 
da inteína; e (2 e 3) um dipeptídeo His-Asn/Gln na região 
C-terminal da inteína; que é imediatamente seguido por (4) 
um Ser/Thr/Cys na região N-terminal da C-exteína. 

O splicing de proteínas ocorre por uma sequência de 
reações que envolve quatro deslocamentos nucleofílicos 
sucessivos, dos quais os três primeiros são mediados pela in- 
teína (Fig. 32.73): 

1. O ataque promovido pelo resíduo N-terminal da inteína 
(Ser, Thr ou Cys; mostrado na Fig. 32.73 como Ser) sobre o 
grupo carboxílico que o precede, criando um intermediário 
(tio)éster linear. 

2. Uma reação de transesterificação, na qual o grupo — OH 
ou — SH do resíduo N-terminal da C-exteína (mostrado na 
Fig. 32.73 como Ser) ataca a ligação (tio)éster anterior, ge- 
rando, dessa forma, um intermediário ramificado, no qual a 
N-exteína foi transferida para a C-exteína. 

3. Clivagem da ligação amida que conectava a inteína à 
C-exteína, ciclização do resíduo de Asn ou Gin C-terminal 
da inteína (mostrado na Fig. 32.73 como Asn). O anel su- 
cinimida da inteína excisada se hidroliza espontaneamente, 
então, para regenerar Asn (ou iso-Asn). 

4. A reorganização espontânea da ligação (tio)éster entre as 
exteínas ligadas para gerar a Ügação peptídica, mais estável. 

A estrutura por raios X da inteína GyrA, de 198 resíduos, 
de Mycobacteríum xenopi, determinada por James Sacchetini, 
indica como essa inteína catalisa as reações de splicing descritas 
anteriormente. O resíduo N-terminal dessa inteína, Cys 1, foi 
substituído por um dipeptídeo Ala-Ser, na expectativa de que 
a proteína mutante se assemelhasse ao estágio de pré-proces- 
samento da inteína (o novo resíduo N-terminal, Ala 0, presu- 
mivelmente representa o resíduo C-terminal da N-exteína). A 
estrutura por raios X revelou que essa proteína monomérica 
consiste primariamente em fitas p, duas das quais se curvam 
em tomo da periferia de toda a proteína, para dar a ela a for- 
ma de uma ferradura achatada (Fig. 32.74). O sítio catalítico da 
inteína está localizado na base de uma fenda ampla e rasa, pró- 
ximo ao centro da chamada ferradura p, onde os resíduos N- e 
C-terminais da inteína estão bem próximos. A ligação peptídica 
Ala O-Ser 1 , a reação clivada na Reação 1 do processo de spli- 
cing da proteína (Fig. 32.73), assume a conformação cis (Fig. 
8.2), uma conformação de alta energia rara (exceto quando a 
ligação peptídica é seguida por um resíduo de Pro), que deses- 
tabiliza essa Ügação. O seu átomo de nitrogênio de amida está 
ligado por ligações de hidrogênio à cadeia lateral do resíduo de 
His 75, altamente conservado. Portanto, His 75 está bem posi- 
cionado para doar um próton que promoveria a quebra do in- 
termediário tetraédrico da Reação 1 . As cadeias laterais de Thr 
72 e Asn 74 parecem bem posicionadas para estabilizarem esse 
intermediário tetraédrico de uma maneira que lembra aquela 



FIGURA 32. 74 Estrutura por raios X da inteína Gyr A de M. 
xenopi , na qual o resíduo de Cys 1 foi substituído por um dipep- 
tídeo Ala O-Ser 1. A proteína está representada na forma de fita, 
com o seu dipeptídeo N-terminal Ala O-Ser 1, seu dipeptídeo 
C-terminal His 197 -Asn 198 e as cadeias laterais dos resíduos de 
72 a 75 representadas na forma de bastões e coloridas de acordo 
com o tipo de átomo (C dos resíduos 0-1 magenta, C dos resíduos 
72-75 verde, C dos resíduos 197-198 ciano, N azul e O vermelho). 
As ligações de hidrogênio estão representadas por ligações finas 
em cinza. (Com base em uma estrutura por raios X de James Sac- 
chetini, Texas A&M University, EUA. PDBid 1AM2.) 

do orifício do oxiânion de serina-proteases (Seção 15.31Db). 
A posição de Ser 1 e de um resíduo de Thr modelado na região 
C-terminal da inteína é consistente com a Reação 2 do processo 
de splicing. A cadeia lateral do resíduo invariável de His 197 
está ligada por ligações de hidrogênio ao carboxilato do resíduo 
Asn 198 C-terminal e, portanto, está posicionada para protonar 
a ligação peptídica clivada na Reação 3. 

A. A maioria das inteínas codifica uma endonuclease de 
homing 

Qual é a função biológica das inteínas? Praticamente todas as 
inteínas contêm inserções poüpeptídicas formando as chama- 
das endonudeases de homing . Essas endonucleases são sítio- 
-específicas e clivam a fita dupla de genes que são homólogos 
aos das suas exteínas correspondentes, mas que não possuem 
inteínas. A clivagem inicia o processo de reparo de quebras de 
fitas duplas do DNA por recombinação (Seção 30. 6g). Como 
o gene contendo inteína é provavelmente o único outro gene 
da célula contendo sequências similares às da exteína, ele é 
copiado no interior da quebra. Assim, a maioria das inteínas 
faz a mediação de uma transposição altamente específica, ou 
homing*, dos genes, que as insere em sítios semelhantes. As 
atividades de protease e de endonuclease da inteína parecem 
ter uma relação simbiótica: a atividade de protease remove a 
inteína da proteína hospedeira, impedindo, dessa forma, os 
efeitos deletérios sobre o hospedeiro, enquanto a atividade 
de endonuclease garante a mobiüdade do gene da inteína. 


* N. de T.: Homing refere-se ao instinto de retorno à origem, como dos 
pombos-correio. 
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Portanto, os genes de inteínas parecem ser parasitos molecu- 
lares (DNA-lixo), que funcionam apenas para propagarem a 
si próprios. De fato, as endonucleases de homing também são 
codificadas por certos tipos de íntrons. 

6 DEGRADAÇÃO DE PROTEÍNAS 

O trabalho pioneiro de Henry Borsook e Rudolf 
Schoenheimer, por volta de 1940, demonstrou que os com- 
ponentes das células vivas estão em constante renovação. 
Por exemplo, em pessoas adultas a renovação de proteínas 
(turnover) atinge normalmente ~ 2% das proteínas por dia. 
Às proteínas apresentam tempos de vida que variam desde 
poucos minutos até semanas. Em todos os casos, as células 
continuamente sintetizam proteínas a partir de seus aminoáci- 
dos componentes e as degradam nesses mesmos componentes. 
A função desse processo de aparente desperdício é dupla: (1) 
eliminar proteínas anormais, cuja acumulação poderia ser 
danosa à célula, e (2) permitir a regulação do metabolismo 
celular, por meio da eliminação de enzimas supérfluas e de 
proteínas reguladoras. De fato, como o nível de uma enzima 
depende tanto da sua taxa de degradação como de sua taxa 
de síntese, controlar a taxa de degradação de uma proteína é 
tão importante para a economia celular quanto é o controle da 
sua taxa de síntese. Nesta seção, será considerado o processo 
de degradação proteica intracelular e suas consequências. 

A. Especificidade da degradação 

Aj células degradam proteínas anormais seletivamente. Por 
exemplo, a hemoglobina que foi sintetizada com o análogo 
da valina a-aniino-p-clorobutirato 


Cl ch 3 
\ / 3 

H 3 c / ch 3 

CH 

CH 

4* 

4- í 

H 3 N CH COO 

H 3 N CH COO 

Oi-Amino-p-clorobutlrato 
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apresenta uma meia- vida em reticulócitos de ~ 10 minutos, 
enquanto a hemoglobina normal permanece ativa durante os 
120 dias de vida de uma hemãcia (o que faz dela, talvez, a 
proteína citoplasmática com tempo de vida mais longo). Do 
mesmo modo, hemoglobinas mutantes instáveis são degra- 
dadas logo após suas sínteses, o que, por razões explicadas 
na Seção 10. 3 A, resulta na anemia hemolítica característica 
desses agentes de doenças moleculares. Bactérias também 
degradam proteínas anormais seletivamente. Por exem- 
plo, mutantes âmbar e ocre de p-galactosidase apresentam 
meias-vidas em E. coli de apenas poucos minutos, enquanto 
a enzima de tipo selvagem é quase que indefinidamente es- 
tável. Contudo, a maioria das proteínas anormais surge pro- 
vavelmente de modificações químicas e/ou da desnaturação 
espontânea dessas moléculas frágeis no ambiente reativo da 
célula, e não a partir de mutações ou dos raros erros na trans- 
crição ou na tradução. A capacidade de eliminar proteínas 
defeituosas seletivamente é, portanto, um mecanismo de reci- 
clagem essencial, que impede o acúmulo de substâncias que 
poderia, de outra forma, interferir com os processos celulares. 

Proteínas intracelulares normais são eliminadas em taxas 
que dependem de suas identidades. Uma determinada pro- 
teína é eliminada com uma cinética de primeira ordem, indi- 
cando que as moléculas que estão sendo degradadas são esco- 


TÂBELÂ 32.11 Meias-vidas de algumas enzimas do fígado de 

rato 


Enzima 

Meia-vida (h) 

Enzimas de vida curta 

Omitina-descarboxilase 

0,2 

RNA-polimerase I 

1,3 

Tirosino-aminotransferase 

2,0 

Serino-deidratase 

4,0 

PEP-carboxilase 

5,0 

Enzimas de vida longa 


Aldolase 

118 

GAPDH 

130 

Cito cromo b 

130 

LDH 

130 

Cito cromo c 

150 


Fonte: Dice, J.F., e Goldberg, A.L. , Arch. Biochem. Biophys. 170 , 214 (1975). 


lhidas aleatoriamente, em vez de serem escolhidas de acordo 
com suas idades. As meias-vidas de diferentes enzimas em um 
determinado tecido variam substancialmente, como está de- 
monstrado para o fígado de rato na Tabela 32.11. É notável 
que as enzimas degradadas mais rapidamente ocupam pon- 
tos de controle metabólicos importantes, enquanto as enzimas 
relativamente estáveis apresentam atividades catalíticas quase 
constantes sob todas as condições fisiológicas. As suscetibili- 
dades das enzimas à degradação evidentemente evoluíram em 
conjunto com suas propriedades catalíticas e alostéricas, de 
forma a permitirem que as células possam responder a mudan- 
ças ambientais e às necessidades metabólicas de forma eficien- 
te. Os critérios por meio dos quais as proteínas nativas são se- 
lecionadas para degradação são considerados na Seção 32.6B. 

A taxa de degradação proteica de uma célula também 
varia com o seu estado nutricional e hormonal. Sob condi- 
ções de privação de nutrientes, as células elevam suas taxas 
de degradação proteica, de forma a suprirem os nutrientes 
necessários para os processos metabólicos indispensáveis. O 
mecanismo que aumenta as taxas de degradação em E. coli 
é a resposta estringente (Seção 31.31). Um mecanismo seme- 
lhante pode ser operante em eucariotos, uma vez que, como 
ocorre em E. coli, taxas elevadas de degradação são evitadas 
por antibióticos que bloqueiam a síntese de proteínas. 

B. Mecanismos de degradação 

As células eucarióticas possuem dois sistemas para a degrada- 
ção de proteínas: os mecanismos lisossômicos e os mecanis- 
mos dependentes de ATP com base no citoplasma. Ambos os 
mecanismos serão considerados a seguir. 

a. Os lisos som os degradam proteínas principa Imente de 
forma não seletiva 

Lisossomos são organelas encapsuladas por membrana 
(Seção 1.2Ad) que contêm ~ 50 enzimas hidrolíticas, inclusi- 
ve várias proteases conhecidas como catepsinas. O lisossomo 
mantém um pH interno de ~ 5 e suas enzimas apresentam 
atividade máxima em pH ácido. Essa situação presumivel- 
mente protege a célula contra um vazamento lisossômico 
acidental, pois as enzimas lisossômicas são praticamente ina- 
tivas no pH do citoplasma. 
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Os lisossomos reciclam os constituintes intracelulares 
fusionando-se com porções do citoplasma envoltas por mem- 
branas, conhecidas como vacúolos autofágicos, e, subsequen- 
temente, degradando o conteúdo desses vacúolos. De forma 
similar, eles degradam substâncias extracelulares que a célu- 
la adquire por endocitose (Seção 12.5Bc). A existência des- 
ses processos foi demonstrada pela utilização de inibidores li- 
sossômicos. Por exemplo, o fãrmaco antimalãrico cloroquina 



NH — CH — CH 2 — CH 2 — CH 2 — N(C 2 H 5 ) 2 

ch 3 

Cloroquina 

é uma base fraca que, na sua forma não carregada, penetra 
livremente no lisossomo, onde se acumulada na sua forma 
carregada e, desse modo, aumenta o pH intralisossômico e 
inibe a função do lisossomo. O tratamento de células com 
cloroquina reduz a taxa de degradação proteica. Efeitos se- 
melhantes advêm do tratamento de células com inibidores de 
catepsina, como o polipeptídeo antibiótico antipaína. 
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A degradação proteica lisossômica em células bem nutridas 
parece não ser seletiva. Inibidores lisossômicos não afetam a 
degradação rápida de proteínas anormais ou de enzimas com 
tempos de vida curtos. Porém, eles impedem a aceleração da 
degradação não seletiva de proteínas em condições de es- 
cassez de nutrientes. Entretanto, a degradação não seletiva 
continuada de proteínas em células malnutridas levaria ra- 
pidamente a uma depleção intolerável de enzimas essenciais 
e de proteínas reguladoras. Portanto, os lisossomos também 
possuem uma rota seletiva, ativada somente após um período 
de jejum prolongado, que absorve e degrada proteínas que 
contêm o pentapeptídeo Lys-Phe-Glu-Arg-Gln (KFERQ) 
ou uma sequência bastante relacionada. Essas proteínas com 
KFERQ são seletivamente perdidas em animais em jejum, 
a partir de tecidos que atrofiam em resposta à privação de 
nutrientes (p. ex., fígado e rim), mas não de tecidos onde isso 
não ocorre (p. ex., cérebro e testículos). Uma proteína de 73 
kDa, a proteína de reconhecimento de peptídeo (prp73), um 
membro da família de proteínas de choque térmico de 70 kDa 
(Hsp70) (Seção 9.2C), liga-se especificamente às proteínas 
com KFERQ no citoplasma e as transfere para os lisossomos. 

Processos tanto normais como patológicos estão associa- 
dos ao aumento da atividade lisossômica. O diabetes melito 
(Seção 27.4B) estimula a degradação lisossômica de proteí- 
nas. De forma semelhante, a perda de massa muscular cau- 
sada por falta de uso, por desenervaçâo ou por ferimentos 
traumáticos decorre de aumento da atividade lisossômica. A 
regressão do útero após o nascimento da prole, na qual esse 
órgão muscular reduz a sua massa de 2 kg para 50 g em 9 
dias, é um exemplo impressionante desse processo. Muitas 


doenças inflamatórias crônicas, como a artrite reumatoide, 
envolvem a liberação extracelular de enzimas lisossômicas, 
que degradam os tecidos adjacentes. 

b. A ubiquitina marca proteínas selecionadas para 
degradação 

Foi assumido, inicialmente, que a degradação de proteínas nas 
células eucarióticas era primariamente um processo lisossômi- 
co. Porém, reticulócitos, que não possuem ribossomos, degra- 
dam seletivamente proteínas anormais. A observação de que a 
degradação proteica é inibida sob condições anaeróbias levou 
à descoberta de um sistema proteolítico citoplasmático depen- 
dente de ATP, que é independente do sistema lisossômico. 
Esse fenômeno foi termodinamicamente inesperado, uma vez 
que a hidrólise de peptídeos é um processo exergônico. 

A análise de um sistema de reticulócitos de coelho livre 
de células demonstrou que a ubiquitina (Fig. 32.75) é necessá- 
ria para a degradação proteica dependente de ATP. Essa pro- 
teína monomérica de 76 resíduos, assim denominada porque 
é ubíqua e abundante em eucariotos, é uma das mais altamen- 
te conservadas dentre as proteínas conhecidas. Ela é idêntica 
em organismos tão diversos como o homem, o sapo, a truta 
e a Drosophila e difere em apenas três resíduos entre seres 
humanos e leveduras. Evidentemente, a ubiquitina está bem 
adaptada para execução de uma função celular essencial. 

Proteínas que são selecionadas para a degradação são 
marcadas por sua ligação cov alente com a ubiquitina. Esse 
processo, que lembra a ativação de amino ácidos (Seção 
32.2C), ocorre em uma rota de três etapas, que foi notavel- 



F1GURA 32.75 Estrutura por raios X da ubiquitina huma- 
na. O polipeptídeo está representado na forma de fitas, colori- 
do na ordem das cores do arco-íris a partir de sua extremidade 
N (azul) para a sua extremidade C ( vermelho ) com a cadeia 
lateral de Lys 48 mostrada na forma de bastão com C verde e 
N azul. Essa arquitetura a + (3 é conhecida como uma dobra 
P-Grasp, porque suas folhas (3 parecem segurar sua hélice a. 
(Com base em uma estrutura por raios X de Charles Bugg, Uni- 
versity of Alabama em Birmingham, EUA. PDBid 1UBQ.) 

4 Ver Exercício interativo 46 
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FIGURA 32,73 Reações envolvidas na ligação da ubiquitina 
a uma proteína. Na primeira parte do processo, o grupo carbo- 
xila terminal da ubiquitina é unido, por uma ligação tioéster, à 
El, em uma reação acionada pela hidrólise de ATP. A ubiquiti- 
na ativada é subsequentemente transferida para um grupo sul- 
fidrila de uma E2 e, depois, em uma reação catalisada por uma 
E3, para um grupo e-amino de Lys de uma proteína condenada, 
marcando assim essa proteína para a degradação proteolítica 
pelo proteassomo de 26S. 


mente elucidada por Avram Hershko, Aaron Ciechanover e 
Irwin Rose (Fig. 32.76): 

L Em uma reação que requer ATP, o grupo carboxila ter- 
minal da ubiquitina é conjugado, por uma ligação tioéster, à 
enzima ativadora da ubiquitina (El), um homodímero com 
subunidades de ~ 1.050 resíduos. Nesse processo, o grupo 
carboxila terminal do substrato proteico é adenilado inicial- 
mente e, então, transferido para o grupo Cys-SH de El com 
a eliminação de AMP. A maioria dos organismos, inclusive 
leveduras e seres humanos, possui apenas um tipo de El. 

2. A ubiquitina é depois transferida para um grupo sulfi- 
drila de Cys de uma das numerosas proteínas denominadas 
enzimas de conjugadoras de ubiquitina íE2s; 11 em levedura 
e muitas em mamíferos). As diversas E2s são caracteriza- 
das por núcleos catalíticos de — 150 resíduos contendo Cys 
do sítio ativo, que exibem pelo menos 25% de identidade 
de sequência e que variam principalmente pela presença 
ou ausência de extensões N- e/ou C-terminais, as quais 
apresentam pouca identidade de sequência entre si. As estru- 
turas por raios X e de RM de várias espécies de E2 revelam 
que seus núcleos catalíticos assumem estruturas a/p bastante 
similares (p. ex., Fig. 32.77), nas quais a maioria dos resíduos 
idênticos está agrupada em uma superfície próxima do resí- 



FÍG UR/* 32.77 Estrutura por raios X de uma proteína E2 de 

Arabidopsis thaliana. A proteína está representada na forma 
de fitas, colorida na ordem das cores do arco-íris a partir de sua 
extremidade N (azul) para a sua extremidade C (vermelho). A 
cadeia lateral de Cys 88, à qual a ubiquitina é covalentemente 
ligada, está mostrada na forma de esferas e bastões com C ver- 
de e S amarelo. (Com base em uma estrutura por raios X de 
William Cook, University of Alabama em Birmingham, EUA. 
PDBid 2AAK.) 


duo de Cys aceptor da ubiquitina, onde eles presumivelmen- 
te interagem com a ubiquitina e com a El. 

3. A proteína-ubiquitina-ligase ( E3 ) transfere a ubiquitina 
ativada da E2 para um grupo E-amino de um resíduo de Lys de 
sua proteína-alvo, formando assim uma ligação isopeptídica. 
Cada uma das muitas E3 presentes em células eucarióticas faz 
a mediação da ubiquitinação (altemativamente, ubiquiülação) 
de um conjunto específico de proteínas, marcando-as dessa for- 
ma para a degradação. Cada E3 é servida por uma ou poucas 
E2s específicas. Muitas das E3s são membros de duas famílias 
não relacionadas, aquelas contendo um domínio HECT (de ho- 
mologous to E6AP C-terminus, homólogas à região C- terminal 
da E6AP) e aquelas contendo um chamado domínio RING 
(também chamado de domínio de dedo de RING; RING 
[anel] , de really interesting new gene, gene novo realmente in- 
teressante), embora algumas E2s reajam bem com membros de 
ambas as famílias. O genoma humano contém 28 genes HECT 
e 616 genes RING, um número maior do que o número de ge- 
nes codificadores de proteínas-cinases (518), o que é um indica- 
tivo das funções variadas e especializadas das E3s (embora nem 
todas as proteínas que contenham domínios RING sejam E3s). 
E3s de domínio HECT são construídas modularmente, com um 
único domínio N-terminal, que interage com suas proteínas- 
-alvo por seus chamados sinais de ubiquitinação (normalmente 
segmentos polipeptídicos curtos; ver a seguir), e um domínio 
HECT de ~ 350 resíduos, que faz a mediação da ligação de E2 
e catalisa a reação de ubiquitinação. Os domínios RING, que 
estão implicados no reconhecimento de um sinal de ubiquiti- 
nação do substrato proteico, são motivos de 40 a 60 resíduos 
em que cada um se liga a dois íons de Zn 2 ~ estrutural, mas não 
cataliticamente envolvidos, por um total de 8 resíduos de Cys e 
His em uma sequência consensual característica (muito similar 
aos motivos de dedo de zinco de determinadas proteínas de 
ligação a DNA, Seção 34.3B1). As E3s contendo o domínio 
RING podem consistir em uma única subunidade ou podem 
ser proteínas de subunidades múltiplas, nas quais o domínio 
RING está localizado em uma das subunidades. A ubiquiti- 
nação mediada por E3 com domínio HECT ocorre através da 
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FIGURA 32.78 Estrutura por raios X da tetraubiquitina huma- 
na. (a) Uma representação de fitas, na qual as ligações isopeptí- 
dicas conectando moléculas de ubiquitina sucessivas, juntamente 
com as cadeias laterais de Lys que as formam, estão representa- 
das na forma de bastão, com C verde, N azul e O vermelho. En- 
tretanto, uma vez que os três resíduos C-terminais da ubiquitina 
2 estão desordenados, a ligação isopeptídica que os conecta à 
ubiquitina 3 está representada por uma ligação fina cinza (essa 
ligação isopeptídica, apesar disso, existe, como foi demonstrado 
por SDS-PAGE de cristais dissolvidos). Parece provável que as 
unidades monoméricas de uma cadeia de poliubiquitina de qual- 
quer extensão estariam arranjadas com a simetria repetitiva da 
estrutura da tetraubiquitina, embora as fracas interações entre 
unidades de ubiquitinas adjacentes sugiram que essa cadeia seja 
conformacionalmente flexível, (b) Um diagrama de superfície, 
visualizado como na Parte a , no qual os resíduos básicos (Arg, 
Lys, His) estão em azul, os resíduos acídicos (Asp, Glu) estão 
em vermelho, os resíduos polares não carregados (Gly, Ser, Thr, 
Asn, Gin) estão em púrpura e os resíduos hidrofóbicos (Ile, Leu, 
Vai, Ala, Met, Phe, Tyr, Pro) estão em bege (ubiquitina não pos- 
sui os resíduos Cys e Trp). Note as superfícies expostas ao sol- 
vente surpreendentemente amplas e ocupadas por resíduos hi- 
drofóbicos. (Com base em uma estrutura por raios X de William 
Cook, University of Alabama em Birmingham, EUA, e Cecile 
Pickart, Johns Hopkins University, EUA. PDBid 1TBE.) 


transferência da ubiquitina da E2 para um resíduo de Cys con- 
servado do domínio HECT, seguida pela sua transferência para 
a cadeia lateral de um resíduo de Lys do substrato proteico. Em 
contraste, as E3s com domínio RING atuam com adaptadores 
que posicionam a ligação tio-éster do conj unto ubiquitina-E2 
reativo para a transferência direta da ubiquitina para a cadeia 
lateral de um resíduo de Lys do substrato proteico. 

Para uma proteína-alvo ser de maneira eficiente degradada, 
ela deve estar ligada a uma cadeia de, pelo menos, quatro mo- 
léculas de ubiquitina ligadas em tandem, na qual o resíduo de 
Lys 48 de cada ubiquitina forma uma ligação isopeptídica com 
o grupo carboxila C -terminal da ubiquitina subsequente (Fig. 
32.78). Essas cadeias de poliubiquitina (poliUb), que podem 
alcançar extensões de 50 ou mais moléculas de ubiquitina, são 
geradas pelas E3s, embora não se saiba ainda como elas alter- 
nam entre a transferência de uma ubiquitina para a proteína- 
-alvo e a síntese processiva de uma cadeia de poliubiquitina. 

c. Proteínas políubiquitínadas são hldrolisadas no 
proteassomo 

Uma proteína poliubiquitinada é degradada proteoliticamen- 
te em peptídeos curtos em um processo dependente de A TP 
mediado por um grande (2.000 kDa, 26S) complexo protei- 
co de múltiplas subunidades, denominado proteassomo de 
26S (às vezes chamado de “proteassomo”), o qual, conforme 
revelado por estudos de microscopia eletrônica, possui a 
forma de um barril oco tampado nas duas extremidades 
(Fig. 32.79). A proteólise ocorre no interior do barril, o 
que permite que esse processo seja extenso e contínuo, 
enquanto impede danos proteolíticos inespecíficos a outros 
componentes celulares. Cadeias de poliUb são os sinais que 
identificam uma proteína para o proteassomo; a identidade da 
proteína-alvo tem pouco efeito na eficiência com a qual ela 
é degradada pelo proteassomo. Apesar disso, o proteassomo 
não degrada as moléculas de ubiquitina; elas são devolvidas 
para a célula. O tamanho e a complexidade funcional de todo 



FIGURA 32.79 Imagem com base em microscopia eletrônica 
do proteassomo de 26S de Drosophila melanogaster. O com- 

D 

plexo tem em tomo de 450 X 190 A. A porção central desse 
complexo multiproteico de simetria dupla (amarelo), o proteas- 
somo de 20S, consiste em quatro anéis de 7 membros empilha- 
dos, que formam um barril oco no qual ocorre a proteólise de 
proteínas ligadas à ubiquitina. As tampas de 19S (azul), que po- 
dem se ligar a uma ou a ambas as extremidades do proteassomo 
de 20S, controlam o acesso das proteínas condenadas (ver a se- 
guir). (Cortesia de Wolfgang Baumeister, Max-Planck -Instituí 
fur Biochemie, Martinsried, Alemanha.) 
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esse sistema proteolítico, que ocorre tanto no núcleo como no 
citoplasma, competem com os do ribossomo (Seção 32.3) e 
do spliceossomo (Seção 31. 4A ) e, portanto, são indicativos da 
importância do gerenciamento adequado da degradação de 
proteínas. De fato, —5% das proteínas expressas por levedura 
participam da degradação proteica. A estrutura e a função do 
proteassomo de 26S serão discutidas a seguir. 

d. Muitas E3s possuem estruturas modulares elaboradas 
O produto do proto-oncogene c-Cbl (906 resíduos) é uma E3 
de uma única subunidade, que contém um domínio RING e 
funciona para ubiquitinar determinadas tirosino-cinases re- 
ceptoras ativadas (RTKs, de receptor tyrosine kinases'. Seção 
19.3A), o que determina o fim da sinalização mediada por 
elas. Nikola Pavletich determinou a estrutura por raios X da 
metade N-terminal de c-Cbl (resíduos 47-447) em seu comple- 
xo ternário com a proteína E2 UbcH7 (que consiste em pou- 
co mais do que o núcleo catalítico de ~ 150 resíduos) e um 
polipeptídeo de 9 resíduos contendo o sinal de ubiquitinação 
de uma tirosino-cinase não receptora (NRTK, de nonreceptor 
tyrosine kinase), denominado ZAP-70 (Fig. 19.44). A estrutu- 
ra (Fig. 32.80) revela que a UbcH7, o domínio RING do c-Cbl 
e o domínio de ligação da tirosino-cinase (TKB, de tyrosine ki- 
nase-binding ) contendo SH2 interagem entre si por múltiplas 
interfaces para formarem uma estrutura compacta e aparen- 
temente rígida. O domínio RING consiste em uma folha |3 de 
três fitas, uma hélice a e duas grandes alças que são mantidas 



TKB da Cbl 


FIGURA 32.80 Estrutura por raios X do complexo ternário c- 
-Cbí-UbcH7-peptídeo ZAP-70 humano, representado na forma 
de tubos e setas. UbcH7, uma E2 que consiste quase que intei- 
ramente no núcleo catalítico E2, está colorida em cor de laranja, 
com a cadeia lateral do resíduo de Cys 86 do seu sítio ativo mos- 
trado na forma de bastão, com C verde e S amarelo. c-Cbl (resídu- 
os 47-447 da proteína de 903 resíduos), uma E3 RING monomé- 
rica, está colorida de acordo com os domínios, com seu domínio 
TKB verde, seu domínio RING vermelho e o domínio de ligação 
dos outros dois domínios amarelo. Os dois íons de Zn“ ligados 
ao domínio RING estão representados por esferas em ciano. O 
sítio de ubiquitinação de 9 resíduos de RTK ZAP-70, cujo quarto 
resíduo é um fosfo-Tyr, está representado na forma de bastão com 
C magenta, N azul, O vermelho e P cor de laranja. (Com base em 
uma estrutura por raios X de Nikola Pavletich, Memorial Sloan- 
-Kettering Câncer Center, New York, EUA. PDBid 1FBV.) 


juntas por dois íons de Zn 2 r coordenados tetraedricamente. A 
UbcH7 adota o enovelamento a/p característico de outras E2s 
de estrutura conhecida (p.ex., Fig. 32.77). O peptídeo ZAP-70 
está ligado no lado do domínio de TKB oposto ao resíduo de 
Cys (Cys 86) do sítio ativo da UbcH7 e está 60 Ã distante dele. 

Complexos SCF são E3s de domínio RING de múltiplas 
subunidades que consistem em Cull (um membro da família 
culina; 776 resíduos), Rbxl (que contém o domínio RING do 
complexo; 108 resíduos), Skpl (163 resíduos) e um membro 
da família de proteínas F -box (~ 430 a > 1.000 resíduos; SCF, 
de Skpl -culina-proteína F-box). A Rbxl e a Cull formam o 
núcleo catalítico do complexo, que se liga a E2; as proteínas 
F-box consistem em um F-box de ~ 40 resíduos, que se liga 
à Skpl, seguido por módulos de interação proteína-proteína, 
como repetições ricas em leucinas (LRRs, de leucine-rich repe- 
ats ) ou repetições WD40 (Seção 19.2C), que se ligam ao subs- 
trato proteico; e a Skpl funciona como um adaptador, que liga 
o F-box à Cull. As células contêm numerosas proteínas F-box 
diferentes (pelo menos 38 em seres humanos), as quais, pre- 
sumivelmente, permitem a ubiquitinação específica de uma 
grande variedade de substratos proteicos (ver a seguir). 

Pavletich também determinou as estruturas por raios X 
de dois segmentos do complexo SCF Skp2 (onde o sobrescrito 
identifica a proteína F-box do complexo, aqui a Skp2; 436 resí- 
duos). A estrutura do complexo Skpl-Skp2 (Fig. 32.81) revela 
que ele tem a forma de uma foice, com a Skpl e a hélice 3 
do F-box da Skp2 formando o cabo e suas 10 LRRs (de ~ 
26 resíduos cada uma) formando a lâmina curvada. A estrutu- 
ra do complexo quaternário Cull-Rbxl-Skpl-F-6ox Skp2 (Fig. 
32.82) mostra que a Cull é uma proteína alongada, que con- 



Í4GURA 32.81 Estrutura por raios X do complexo Skpl- 
-Skp2 humano. Skpl e Skp2 estão representadas na forma de 
tubos e setas em azul e magenta. Skp2 consiste em um F-box N- 
-terminal que forma três hélices, seguido por 3 repetições ricas 
em Ieudna (LRRs) de ligação não canônicas que são contíguas 
a 7 LRRs que foram preditas a partir de suas sequências de 
aminoácidos, para um total de 10 LRRs. Após a décima LRR, a 
cauda C-terminal de ~ 30 resíduos da Skp2 estende-se por trás 
da primeira LRR, compactando-se sob a superfície côncava do 
domínio de LRR. (Com base em uma estrutura por raios X de 
Nikola Pavletich, Memorial Sloan-Kettering Câncer Center, 
New York, EUA. PDBid 1FQY.) 
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FIGURA 32.82 Estrutura por raios X do complexo quater- 
nário Ciill-Rfoxl-Skpl-F-ôí«r Skp: humano. Cull, Rbxl, Skpl 
e a F-box Skp2 estão representadas na forma de tubo e seta e 
coloridas, respectivamente, de verde, vermelho, azul e magen- 
ta. As três repetições de culina da Cull estão indicadas. Os três 
íons de Zn" 1 ligados à Rbxl estão representados por esferas em 
ciano. (Com base em uma estrutura por raios X de Nikola Pa- 
vletich, Memorial Sloan-Kettering Câncer Center, New York, 
EUA. PDBid 1LDK.) 

siste em uma longa haste, formada por três repetições de um 
novo motivo de cinco hélices, conhecido como uma repetição 
culina, seguida por um domínio globular que se liga à Rbxl. 
Aparentemente, a Cull atua como um esqueleto rígido que 
organiza o complexo Skpl-F-òojc Skp2 e a Rbxl, de forma a 
mantê-los a mais de 100 A de distância. O domínio RING da 
Rbxl contém uma inserção de 20 resíduos, que forma o sítio 
de ligação de um terceiro íon de Zn 2 tetraedricamente ligado. 

A aparente rigidez das três estruturas anteriores possi- 
bilitou a Pavletich a construção de um modelo do complexo 
SCF Skp2 -E2 intacto, pela sobreposição de Skpl-Skp2 sobre 
Cull-Rbxl -Skpl -F-box Skpl e da colocação da E2 UbcH7 em 



FIGURA 32.83 Modelo do complexo SCF Skp2 -E2. O modelo, 
baseado nas estruturas por raios X das Figs. 32.80, 32.81 e 32.82, 
está colorido e visualizado como na Fig. 32.82. E2 está em ama- 
relo, com seu resíduo de Cys do sítio ativo, ao qual a ubiquitina 
poderia estar covalentemente ligada, representado na forma 
de volume atômico em dano. Os íons de Zn 2 associados com 
o domínio RING da Rbxl estão representados por esferas 
amarelas. As setas em cinza indicam a lacuna de 50 A entre a 
extremidade do domínio de LRR da Skp2 e o sítio ativo da E2. 
(Cortesia de Nikola Pavletich, Memorial Sloan-Kettering Cân- 
cer Center, New York, EUA.) 


contato com o domínio RING da Rbxl, com base na estrutu- 
ra da c-Cbl-UbcH7 (Fig. 32.83). O modelo indica que a E2 e 
o domínio contendo LRRs da Skp2 estão do mesmo lado do 
complexo SCF, mas separados por uma distância de ~ 50 À. 
Isso sugere que a longa haste da Cull funciona para separar 
os sítios de ligação ao substrato e o sítio catalítico do com- 
plexo, de forma a permitir a acomodação de substratos com 
diferentes tamanhos e distâncias entre seus resíduos de Lys 
ubiquitinados e seus sinais de ubiquitinação. 

e. O sistema de ubiquitina tem tanto funções de manutenção 
(housekeeping) como reguladoras 
Até a metade da década de 1990, parecia que o sistema da 
ubiquitina funcionava principalmente como uma capacidade 
de “manutenção” ( housekeeping ), para manter o equilíbrio 
apropriado entre proteínas metabólicas e para eliminar pro- 
teínas defeituosas. De fato, como descoberto por Alexander 
Varshavsky, as meias-vidas de muitas proteínas citoplasmá- 
ticas variam de acordo com as identidades de seus resíduos 
N-terminais (Tabela 32.12). Assim, em uma seleção de 208 
proteínas citoplasmáticas conhecidas por terem vidas longas, 
todas apresentaram um resíduo “estabilizador” , de Met, Ser, 
Ala, Thr, Vai ou Gly, em suas extremidades N-terminais. 
Essa chamada regra da extremidade N (N-end rulé) é váüda 
tanto para eucariotos como para procariotos, o que sugere 
que o sistema que seleciona proteínas para a degradação é 
conservado em eucariotos e procariotos, apesar dos proca- 
riotos não possuírem ubiquitina. 

A regra da extremidade N resulta das ações da E3 de 
subunidade única e com domínio RING denominada E3a (~ 
1.959 resíduos; também conhecida como Ubrl), cujos sinais 
de ubiquitinação são os resíduos N-terminais desestabiliza- 
dores mostrados na Tabela 32.12. 


TABELA 32.12 Meias-vidas de enzimas citoplasmáticas em 

função de seus resíduos N-terminais 

Resíduo N -ter min al M eia- vida 

Estabi l izador 

Met > 20 h 

Ser 

Ala 

Thr 


Vai 

Gly 

Ile 

Glu 

Tyr 

Gin 


D esestab i (izador 


~ 30 min 
~ 10 min 


Altamente desestabilizador 

Phe ~ 3 min 

Leu 

Asp 

Lys 

Arg — 2 min 

Fonte: Bachmair, A., Finley, D., e Varshavsky, A., Science 234, 180 (1986). 
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De forma semelhante, sabe-se há bastante tempo que 
proteínas com segmentos ricos em Pro (P), Glu (E), Ser (S) 
e Thr (T), as chamadas proteínas PEST, são rapidamente 
degradadas. Isso ocorre porque esses elementos PEST fre- 
quentemente contêm sítios de fosforilação que tornam suas 
proteínas-alvo de ubiquitinação. 

Entretanto, está agora claro que o sistema de ubiquitina 
é bem mais sofisticado do que um simples sistema de descarte 
de lixo. Assim, cada E3 conhecida responde a determinados 
sinais de ubiquitinação que frequentemente ocorrem em uma 
gama bastante ümitada de proteínas-alvo, muitas das quais 
apresentam funções reguladoras. Por exemplo, o sistema de 
ubiquitinação desempenha uma função essencial na progres- 
são do ciclo de celular. O ciclo celular, como visto na Seção 
30.4 Aa e como será discutido adicionalmente na Seção 34. 4D, 
é regulado por uma série de proteínas, conhecidas como cicli- 
nas. Uma determinada ciclina, que é expressa imediatamente 
antes e/ou durante uma fase específica do ciclo celular, liga-se 
a uma proteína-cinase dependente de ciclina correspondente 
(Cdk, de cyclin-dependent protein kinase), que então fosforila 
suas proteínas-alvo, de forma a ativá-las para a execução dos 
processos daquela fase do ciclo celular. Além disso, muitas 
ciclinas também inibem a transição para a fase subsequente 
do ciclo celular (p. ex., a replicação do DNA ou a mitose). 
Consequentemente, para que uma célula progrida de uma fase 
do ciclo celular para a próxima, a(s) ciclina(s) que governa(m) 
a fase anterior deve(m) ser eliminada(s). Isso ocorre pela ubi- 
quitinação específica da ciclina, condenando-a, dessa forma, 
à destruição pelo proteassomo. As E3s responsáveis por esse 
processo são os complexos SCF que contêm proteínas F-box 
dirigidas contra uma ciclina correspondente e um complexo 
de múltiplas subunidades, conhecido como complexo promo- 
tor de anáfase (APC, de anaphase-promoting complex; alter- 
nativamente chamado de ciclossomo; Seção 34.4Da). O APC, 
uma partícula de ~ 1.500 kDa contendo um domínio RING, 
que, em levedura, é composta de 11 subunidades, ubiquitina 
especificamente proteínas que contêm a sequência consensual 
de 9 resíduos RTALGDIGN, o chamado box de destruição, 
próxima das suas extremidades N-terminais. 

O fator de transcrição NF-kB (NF de nuclear factor, 
fator nuclear) , que desempenha um papel fundamental nas 
respostas imune e inflamatória (Seção 34.3Bs), é mantido 
em um estado inativo no citoplasma, pela sua ligação ao ini- 
bidor IkBgk, de uma maneira que oculta a curta sequência 
básica interna que determina a importação do NF-kB para 
o interior do núcleo (seu sinal de localização nuclear; NLS, 
de nuclear localization signal ) . Entretanto, a estimulação de 
receptores de superfície celulares por citocinas pró-inüama- 
tórias, como o fator-a de necrose tumoral (TNFa, de tumor 
necrosis factor-a; Seção 19.3Db) e interleucina-1 (IL-1; Seção 
19.3Eb) inicia uma cascata de fosforilações de transdução 
de sinal (Seção 19.3D) que fosforila o IkBcx ligado ao NF- 
kB em ambos os resíduos de Ser da sequência DSGLDS. 
Essa sequência fosforilada é o sinal de ubiquitinação para o 
complexo SCF contendo a proteína F -box p-TrCP (605 resí- 
duos), que faz a mediação da ubiquitinação do IkBcx fosfo- 
rilado. A consequente destruição do IkBcx expõe o NLS do 
NF-kB, que é, então, transportado para o núcleo, onde ativa 
a transcrição de seus genes-alvo (Seção 34. 3 B). 

Alguns vírus usurpam o sistema de ubiquitina. As formas 
oncogênicas do papilomavírus humano (HPV), a causa de qua- 


se todos os cânceres cervicais (uma das principais causas de 
morte de mulheres em países em desenvolvimento), codificam 
a proteína E6, de — 150 resíduos, que se combina com uma 
proteína celular de 875 resíduos, chamada proteína associada 
à E6 (E6AP, a primeira E3 conhecida por conter um domí- 
nio HECT) para ubiquitinar a p53, marcado-a, assim, para a 
destruição. Essa última proteína é um fator de transcrição que 
monitora a integridade do genoma e, portanto, é importante 
para impedir a transformação maligna e a proliferação de cé- 
lulas cancerosas (Seção 34.4Ca), ou seja, ela é um supressor 
tumoral (uma proteína, cuja perda de função é uma causa de 
câncer) . Consequentemente, o HPV provoca a multiplicação 
descontrolada das células que ele infecta e, assim, a sua própria 
proliferação. A E6AP funciona normalmente para ubiquiti- 
nar determinados membros da família Src de proteínas-cinase 
(Seção 19.3Ba), inclusive a própria Src. A deleção do segmento 
do cromossomo 15 que contém o gene da E6AP causa a sín- 
drome de Angelman, que, como visto (Seção 30.7d), é carac- 
terizada por retardamento mental grave e é herdada de forma 
exclusivamente materna, devido ao imprinting genômico. 

Os exemplos anteriores são apenas poucos exemplos dos 
numerosos processos celulares que são regulados pelo siste- 
ma de proteólise mediado pela ubiquitina. Não é surpreen- 
dente, entretanto, que muitas condições patológicas huma- 
nas, incluido doenças inflamatórias, neurodegenerativas e 
debilitantes musculares, sejam atribuídas ao mal funciona- 
mento dos sistemas de ubiquitinação. 

f. O proteassomo de 20S catalisa a proteólise no interior de 
um barril oco 

O proteassomo de 26S (Fig. 32.79) é uma proteína de ~ 2.100 
kDa, formada por múltiplas subunidades, que catalisa a hidró- 
lise dependente de ATP de proteínas ligadas à ubiquitina. Essa 
hidrólise dá origem a oligopeptídeos com comprimentos de 4 
a 25 resíduos, com média de 7 a 9, que são subsequentemente 
degradados em seus aminoácidos componentes por exopepti- 
dases citoplasmáticas. O proteassomo de 26S consiste em um 
proteassomo de 20S (~ 670 kDa), o núcleo catalítico em forma 
de barril do proteassomo de 26S, e de suas tampas de 19S ( 19S 
caps, ~ 700 kDa; também conhecidas como PA70Ü e regulador 
do 19S), que se associam com as extremidades do proteassomo 
de 20S e estimulam a sua atividade (PA de proteasome activa- 
tor, ativador do proteassomo). O proteassomo de 20S somente 
hidrolisa proteínas deseno veladas, de uma maneira indepen- 
dente de ATP; as tampas de 19S funcionam para identificar e 
deseno velar os substratos proteicos ubiquitinados. 

O proteassomo de 20S ocorre no núcleo e no citoplas- 
ma de todas as células eucarióticas e em todas as arqueobac- 
térias já examinadas. Entretanto, as únicas eubactérias nas 
quais ele ocorre são aquelas da classe Actinobacteria, o que 
sugere que elas o adquiriram de algum outro organismo, por 
transferência gênica horizontal. 

O proteassomo de 20S de Thermoplasma acidophilum 
(uma arqueobactéria) consiste em 14 cópias de cada uma de 
suas subunidades aep (233 e 203 resíduos), que, conforme 
revelado por estudos de microscopia eletrônica, formam um 
barril de 150 À de comprimento e 110 Á de diâmetro, no qual 
as subunidades estão arranjadas em quatro anéis empilhados 
(como é evidente na porção central do proteassomo de 26S 
visto na Fig. 32.79). As subunidades aep são 26% idênticas 
em sequência, exceto por uma cauda N-terminal de ~ 35 re- 
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(a) 

FIGURA 32.84 Estrutura por raios X do proteassomo de 20S de 
T. acidophilum. (a) Um diagrama de fitas, visualizado com seu 
eixo sétuplo apontado em direção ao observador por 20°, no qual 
as subunidades a estão em cor-de-rosa e as subunidades |3 estão em 
azul-claro, exceto para uma das subunidades a (à esquerda ) e uma 
subunidade p similarmente orientada {centro), que estão ambas 
coloridas na ordem das cores do arco-íris a partir de suas extremi- 
dades N {azul) para suas extremidades C {vermelho). Note suas se- 
melhanças estruturais. ( b ) Um diagrama, visto como na Parte a, no 
qual as subunidades estão representadas por esferas de tamanhos 
iguais, com subunidades a em cor-de-rosa e subunidades p em 
azul-claro, (c) Um diagrama de superfície, visualizado ao longo de 
seu eixo duplo, com as subunidades mais próximas do observador 
removidas para expôr a cavidade interna de três câmeras do prote- 
assomo, a qual apresenta uma amplitude máxima de —100 A e —60 
A de diâmetro. Os sítios ativos das subunidades p estão marcados 
pelo inibidor ligado a eles, LLnL, que está representado na forma 
de bastões em amarelo. (Parte a baseada em uma estrutura por 
raios X de e Parte c cortesia de Robert Huber, Max-Planck-Institut 
für Biochemie, Martinsried, Aleman h a. PDBid 1PMA.) 




síduos da subunidade a, que não está presente na subunidade 
p. Os proteassomos de 20S eucarióticos são mais complexos, 
pois consistem em 7 subunidades diferentes de tipo a e 7 su- 
bunidades diferentes de tipo p, o que contrasta com a pre- 
sença de apenas um tipo de subunidade a e de um tipo de 
subunidade p no proteassomo de 20S de T. acidophilum. 

A estrutura por raios X do proteassomo de 20S de T. 
acidophilum, determinada por Baumeister e Robert Huber, 
revela que cada um de seus dois anéis internos consiste em 
7 subunidades p e que cada um de seus dois anéis externos 
consiste em 7 subunidades a, arranjadas com simetria D 1 
(Fig. 32.84). Assim, a estrutura geral do proteassomo de 20S 
lembra superficialmente aquela da chaperona molecular não 
relacionada GroEL (Seção 9.2Ca). As estruturas das subuni- 
dades a e p são notavelmente similares (Fig. 32.84a), exceto, 
é claro, pela cauda N-terminal da subunidade a (em azul na 
Fig. 32.84a), que faz se estende radialmente para dentro para 
fazer contato com a cauda N-terminal de uma subunidade a 
vizinha. Isso corresponde à observação de que as subunida- 
des a sozinhas organizam-se espontaneamente em anéis de 
7 membros (uma capacidade que é perdida com a remoção 
de seus 35 resíduos N-terminais), enquanto as subunidades p 
sozinhas permanecem monoméricas. 

A cavidade central do proteassomo de 20S de T. aci- 
dophilum consiste em três grandes câmaras (Fig. 32.84c): 


duas estão localizadas nas interfaces entre anéis adjacentes 
de subunidades a e p, com a terceira câmara, a maior, lo- 
calizada centralmente entre os dois anéis de subunidades p. 
S ubstratos polipeptídicos deseno velados entram na câmara 
central do barril (onde os sítios ativos do proteassomo es- 
tão localizados; ver a seguir) através de aberturas de ~ 13 À 
de diâmetro, axialmente localizadas nos anéis a, que estão 
cobertas internamente por resíduos hidrofóbicos. Isso per- 
mite que apenas proteínas desenoveladas entrem na câmara 
central, protegendo, dessa forma, proteínas adequadamente 
enoveladas de degradação indiscriminada por parte dessa 
máquina onívora desmanteladora de proteínas. 

A estrutura por raios X do proteassomo de 20S de levedu- 
ra, determinada por Huber, demonstra que seus anéis externo 
e interno são compostos, respectivamente, de sete tipos dife- 
rentes de subunidades a e de sete tipos diferentes de subuni- 
dades p, todas elas organizadas de maneira única (Fig. 32.85) . 
As subunidades de tipo a apresentam enovelamentos simila- 
res entre si e àquele do proteassomo de 20S de T. acidophi- 
lum, com o mesmo ocorrendo para as subunidades de tipo p. 
Consequentemente, esse complexo proteico de 28 subunidades 
e 6.182 resíduos apresenta uma simetria rotacional dupla exa- 
ta em relação aos seus dois pares de anéis, mas somente uma 
pseudossimetria rotacional heptaédrica em relação às subuni- 
dades no interior de cada anel. As aberturas axiais estreitas nos 
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FIGURA 32.85 (à esquerda) Estrutura por raios X do 
proteassomo de 20S de levedura, (a) Diagrama de superfície 
visualizado ao longo de seu eixo duplo de 28 unidades. Cada par 
de subunidades idênticas apresenta a mesma cor, exceto para 
|31 e a simetricamente relacionada (31', que estão coloridas de 
forma diferente. ( b ) Diagrama de superfície cortado ao longo 
do eixo pseudosséptuplo do complexo. A superfície cortada 
está em verde e os sítios ativos das subunidades (31, [32 e [35' 
estão marcados em vermelho. Os colchetes indicam as posições 
aproximadas das portas do canal de entrada, como vistas 
no estado aberto, (c) Visão da base do proteassomo de 20S, 
mostrando seu anel-a em seu estado fechado, representado como 
na Parte a. Os bolsões onde PA26 se liga (ver a seguir) estão 
destacados em azul. ( d ) O estado aberto, como representado 
na Parte c e com as extremidades C de suas subunidades PA26 
ligadas mostradas na forma de tubos em amarelo. (Cortesia de 
Daniel Finley, Harvard Medicai School. Com base em estruturas 
por raios X de Robert Huber, Max-Planck-Institut für Biochemie, 
Martinsried, Alemanha ( estado fechado ) e Christopher Hill, 
University of Utah, EUA ( estado aberto ) PDBids 1RYP e 1FNT.) 

anéis a, através das quais os polipeptídeos desenovevelados 
entram na câmara hidrofóbica (Fig. 32.85c), estão ocluídas no 
estado fechado (Fig. 32.85c) por um tampão formado pelas in- 
terdigitações das caudas N-terminais de suas subunidades a. 
Isso sugere que as tampas de 19S do proteassomo de 26S, que, 
conforme foi demonstrado, ativam o proteassomo de 20S, con- 
trolam o acesso a ele induzindo mudanças conformacionais em 
seus anéis a (ver adiante). A estrutura por raios X do prote- 
assomo bovino de 20S, determinada por Tomitake Tsukihara, 
revela que o seu arranjo de sete subunidades de tipo a e sete 
subunidades de tipo (3 é semelhante àquele de levedura. 

g. 0 proteassomo catalisa a hidrólise peptídica por um novo 
mecanismo 

A estrutura por raios X do proteassomo de 20S de T. aci- 
dophilum em complexo com o inibidor aldeídico acetil-Leu- 
-Leu-norleucinal (LLnL) 

CHg 

I 

O (ÇH 2 ) 3 o 

CH 3 — C — Leu — Leu — NH — CH CH 

Ace til -Leu -Leu-no rleucinal (LLnL) 

revela que seus sítios ativos estão nas superfícies internas de 
seus anéis de subunidades |3, com a função aldeídica do LLnL 
próxima à cadeia lateral do resíduo de Thr 1(3, altamente con- 
servado. A deleção desse resíduo de Thr ou sua mutação para 
Ala origina proteassomos de 20S montados de forma ade- 
quada, mas que são completamente inativos. Evidentemente, 
o proteassomo de 20S catalisa a hidrólise peptídica por um 
novo mecanismo, no qual o grupo hidroxila de seu resíduo 
de Thr lp é o grupo nucleofílico atacante. Esse mecanismo 
ainda pouco entendido, no qual o grupo amino na extremi- 
dade N-terminal e, possivelmente, uma molécula de água 
Ügada, atuam para ativar nucleofilicamente a cadeia lateral 
hidroxílica, é, como se sabe agora, utilizado por outras hidro- 
lases (p. ex., a glutamato-sintase; Seção 26.5Aa), que são co- 
letivamente conhecidas como a família de hidrolases com o 
grupo nucleofílico N-terminal (Ntn). As subunidades [3 de T. 
acidophilum clivam os polipeptídeos preferencialmente após 


os seus resíduos hidrofóbicos. Entretanto, nos proteassomos 
de 20S de levedura e bovino, apenas as subunidades (31, (32 
e [35 são ativas cataliticamente. Suas respectivas preferências 
para clivagem após resíduos ácidos (semelhante à caspase), 
básicos (semelhante à tripsina) e hidrofóbicos (semelhante à 
quimotripsina) são expücadas por suas respectivas caracterís- 
ticas básicas, ácidas e apoiares de seus bolsões que se Ügam às 
cadeias laterais do resíduo que antecede à ligação peptídica 
que será rompida, embora essa especificidade seja relativa- 
mente baixa. As funções das quatro subunidades (3 diferentes 
e cataliticamente inativas são desconhecidas, embora uma 
modificação por mutação em uma subunidade [3 inativa possa 
abolir a atividade catalítica de uma subunidade (3 ativa. 

h. As tampas de 19S controlam o acesso de proteínas 
ubiquEtinadas ao proteassomo de 20S 
O proteassomo de 20S provavelmente não existe sozinho in 
vivo; ele está mais frequentemente em complexo com duas 
tampas de 19S que funcionam para reconhecer proteínas 
ubiquitinadas, desenovelá-las e colocá-las no interior do pro- 
teassomo de 20S de maneira dependente de ATP (ele pode 
também associar-se a outros complexos reguladores; ver a 
seguir). A tampa de 19S, que consiste em ~ 18 subunidades 
diferentes, ainda está pobremente caracterizada, em grande 
parte devido à sua baixa estabiüdade intrínseca. O seu cha- 
mado complexo basal consiste em 9 subunidades diferentes, 
6 das quais são ATPases que formam um anel contíguo ao 
anel a do proteassomo de 20S (Fig. 32.79). Cada uma dessas 
ATPases contém um módulo de ATPase de ~ 230 resíduos, 
que é um membro da família AAA+ (Seção 30.2Ca). Cecile 
Pickart demonstrou, por experimentos de ligação cruzada, 
que uma dessas ATPases, denominada S6' (alternativamen- 
te, Rpt5), faz contato com o sinal de poliUb que direciona 
uma proteína condenada para o proteassomo de 26S. Isso 
sugere que o reconhecimento dessa cadeia de poliUb, assim 
como o deseno velamento do substrato proteico, são proces- 
sos acionados por ATP. Além disso, o anel de ATPases deve 
funcionar para abrir a abertura axial do proteassomo de 20S, 
que, de outra forma, permanece fechada. Essa abertura per- 
mite a entrada do substrato proteico desenovelado. 

Oito subunidades adicionais formam o chamado comple- 
xo da tampa ( lid complex), a porção da tampa de 19S (19S 
cap) que está em uma posição mais distai (mais distante) em 
relação ao proteassomo de 20S. As funções das subunidades 
da tampa são em grande parte desconhecidas, embora um 
proteassomo de 26S truncado, que não possui essas subuni- 
dades, seja incapaz de degradar substratos poliubiquitinados. 
V árias outras subunidades podem estar transitoriamente as- 
sociadas com a tampa de 19S e/ou com o proteassomo de 20S. 

L Enzimas que promovem a desubiquiti nação possuem 
diversas funções 

As enzimas que clivam hidroliticamente as ligações isopeptí- 
dicas que unem unidades sucessivas de ubiquitina na poliUb 
são conhecidas como enzimas desubiquitinadoras (DUBs). 
As células contêm um número surpreendentemente gran- 
de de DUBs (pelo menos 17 em levedura e ~ 100 em seres 
humanos). Praticamente todas as DUBs conhecidas são cis- 
teíno-proteases, enzimas cujo mecanismo catalítico se asse- 
melha ao das serino-proteases (Seção 15.3C), mas cujo grupo 
nucleofílico atacante é o Cys — S , ao invés de ser o Ser — OH. 
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As DUBs podem liberar cadeias de poliUb inteiras de 
uma proteína condenada ou liberar sequencialmente as uni- 
dades de ubiquitina a partir da extremidade da cadeia. Foi 
proposto que esse último processo funciona como um relógio 
para cronometrar o processo de degradação proteica. Se uma 
cadeia de poliUb for reduzida a menos de quatro unidades 
de ubiquitina antes do início da degradação, é provável que a 
proteína ligada a ela escape da destruição. Isso poderia pou- 
par proteínas que foram marcadas inapropriadamente ape- 
nas com cadeias de poliUb curtas. 

A subunidade do complexo da tampa, da tampa de 19S 
de mamíferos, conhecida como POH1 (Rpnll para a subu- 
nidade correspondente de levedura, 65% idêntica a ela), pa- 
rece ser responsável pela desubiquitinação de proteínas-alvo 
antes delas serem degradadas; a sua inativação impede a de- 
gradação da proteína-alvo. Curiosamente, essa DUB é uma 
protease dependente de Zn 2 ( como também é a carboxipep- 
tidase A; Fig. 15.42), em vez de ser uma cisteíno-protease. 

Determinadas DUBs funcionam para desmembrar ca- 
deias de poliUb que foram liberadas de substratos protei- 
cos, pela remoção sequencial de unidades de ubiquitina a 
partir da extremidade da cadeia que estava mais próxima da 
proteína (aquela com uma extremidade C-terminal livre). 


Consequentemente, essas DUBs não podem remover unida- 
des de ubiquitina de cadeias de poliUb que ainda estão li- 
gadas aos substratos proteicos, o que impede sua remoção 
prematura. 

As células expressam a ubiquitina como poliproteínas con- 
tendo várias unidades de ubiquitina (Seção 32. 5 Ac) ou com a 
ubiquitina fusionada a determinadas subunidades ribossômicas 
(não existe um gene que codifique uma única unidade de ubi- 
quitina). Essas poliproteínas são rapidamente processadas por 
determinadas DUBs, para darem origem às ubiquitinas livres. 

j. O ativador 11S forma um barril heptamérico que abre o 
proteassomo 20S 

Eucariotos superiores contêm um ativador 11S (alternativa- 
mente, regulador 11S) que funciona para abrir o canal para 
o interior do proteassomo 20S de uma maneira dependente 
de ATP, de forma a permitir a entrada de polipeptídeos (mas 
não de proteínas enoveladas). O ativador 11S de mamíferos, 
que funciona na geração de peptídeos para apresentação 
para o sistema imune (Seção 35. 2E), é denominado REG 
(alternativamente PA28). Ele é um complexo hetero-hep- 
tamérico de duas subunidades de ~ 245 resíduos, REGa e 
REGp, que apresentam ~ 50 % de identidade de sequência, 



(a) 

FIGURA 32.86 Estrutura por raios X de PA26 de T. brucei em complexo 
com o proteassomo 20S de levedura, (a) O heptâmero PA26 na forma de 
fitas, visualizado com seu eixo vertical séptuplo. Cada uma das subunidades 
está colorida de forma diferente, com aquela mais próxima ao observador 
colorida na ordem das cores do arco-íris a partir de sua extremidade N {azul) 
para a sua extremidade C (vermelho), (b) Diagrama cortado do complexo 
inteiro, representado na forma de tubos e visualizado com seu eixo vertical 
séptuplo. PA26 está em amarelo, as subunidades ct e |3 do proteassomo 20S 
estão em magenta e azul, seu anel a está em verde e seus segmentos N-ter- 
minais, que estão ordenados e parcialmente desordenados, estão em verme- 
lho e cor-de-rosa. (Parte a baseada em uma estrutura por raios X de e Parte 
b cortesia de Christopher HilI, University of Utah, EUA. PDBids 1FNT.) 
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exceto por um segmento interno de ~ 18 resíduos, altamente 
variável, que, acredita-se, confere propriedades específicas 
às subunidades. De fato, a RE Ga sozinha forma um heptâ- 
mero cuj as propriedades bioquímicas são semelhantes às do 
REG (embora ambas as subunidades devam estar presentes 
in vivo). 

O tripanossomo Trypanosoma brucei, que não possui 
tampas de 19S, expressa um ativador 11S homo-heptamérico 
denominado PA26, que é apenas 14% idêntico à REGa hu- 
mana. Apesar disso, os vários ativadores 11S ativam os prote- 
assomos 20S mesmo de espécies bastante divergentes. Assim, 
o proteassomo 20S de rato é ativado pelo PA26 e o proteasso- 
mo 20S de levedura é ativado pela REGa humana, apesar de 
leveduras não possuirem ativadores 11S. 

A estrutura por raios X do PA26 em complexo com o 
proteassomo 20S de levedura, determinada por Christopher 
Hill, revela que cada monômero do PA26 consiste em um 
feixe de quatro hélices para cima-para baixo-para cima-para 
baixo. Esses monômeros formam um barril heptamérico de 
simetria heptaédrica, que tem 90 Ã de diâmetro, 70 À de 
comprimento e possui um poro central com 33 Á de diâme- 
tro (Fig. 32.86 a), e que se assemelha bastante à estrutura por 
raios X da REGa humana, previamente determinada. Dois 
barris do PA26 associam-se coaxialmente com o proteasso- 
mo 20S, um em cada extremidade (Fig. 32.866). A conforma- 
ção do proteassomo 20S nesse complexo, em sua maior parte, 
é bastante similar àquela do proteassomo 20S sozinho (Fig. 
32.85). Entretanto, as caudas C-terminais das subunidades 
do PA26 se inserem no interior de bolsões nas subunidades 
a do proteassomo 20S, de uma maneira que induz mudanças 
conformacionais em suas caudas N-terminais. Isso desobstrui 
a abertura central de outra forma bloqueada do proteassomo 



(a) 


20S (Fig. 32.85c, d), permitindo, assim, que polipeptídeos de- 
senovelados entrem na câmara central do proteassomo. 

k. Bactérias contêm uma variedade de proteases 
autocom parti mental ízadas 

Praticamente todas as eubactérias não possuem proteasso- 
mos 20S. Apesar disso, elas possuem conjuntos proteolíticos 
dependentes de ATP que compartilham a mesma arquitetu- 
ra em forma de barril e executam funções semelhantes. Em 
E. coli, por exemplo, duas proteínas, conhecidas como Lon 
eClp, fazem a mediação de até 80% da degradação proteica 
da bactéria, com contribuições adicionais de pelo menos três 
outras proteínas, incluindo a UV do locus de choque térmico 
(HslUV). Assim, todas as células parecem conter proteases 
cujos sítios ativos estão apenas disponíveis na cavidade inter- 
na de uma partícula oca, que tem o acesso a ela controlado. 
Essas chamadas proteases autocompartimentalizadas pare- 
cem ter surgido no início da história da vida celular, antes do 
advento de organelas eucarióticas limitadas por membranas, 
como o lisossomo, que, de forma semelhante, executa pro- 
cessos degradativos de uma maneira que protege o conteúdo 
da célula de uma destruição indiscriminada. 

A protease Clp consiste em dois componentes, a ClpP 
proteoliticamente ativa e uma de várias ATPases, as quais, 
em E. coli, são a Clp A e a ClpX. A estrutura por raios X da 
ClpP, determinada por John Flanagan, revela que ela oligo- 
meriza para formar um barril de ~ 90 À de comprimento e 
largura, que consiste em dois anéis hep tassimé tricôs de su- 
bunidades de 193 resíduos (Fig. 32.87), posicionados costas 
com costas, que tem, portanto, a mesma simetria D 7 que o 
proteassomo 20S. Apesar disso, a sub unidade ClpP apre- 
senta um novo enovelamento, que é inteiramente diferente 
daquele das subunidades a e |3 homólogas do proteassomo 



(b) 


FIGURA 32.87 Estrutura por raios X da ClpP de E. coli. (a) Vista do complexo heptamérico ao longo de seu eixo séptuplo, de- 
senhado na forma de fitas, no qual o anel inferior está em dano claro e o anel superior está em cor-de-rosa, com uma subunidade 
colorida na ordem das cores do arco-íris a partir da sua extremidade N (azul) para a sua extremidade C (vermelho). ( b ) Vista ao 
longo do eixo duplo do complexo (rotado 90° em tomo de um eixo horizontal em relação à Parte a). (Com base em uma estrutura 
por raios X de John Flanagan, Brookhaven National Laboratory, Upton, New York, EUA. PDBid 1TYF.) 





1420 Do na! d Voet / Judith G. Voet 



FIGURA 32.88 Estrutura por raios X da HslVU de H. influenza 
em complexo com ATP. O complexo de 821 kDa esta representa- 
do na forma de fitas, visualizado ao longo de um eixo duplo, com o 
seu eixo sêxtuplo na posição vertical. Hexâmeros HslU de simetria 
C 6 estão coaxialmente ligados a ambas as extremidades do dode- 
câmero de simetria D b das subunidades de HslV, para criarem um 
complexo com uma simetria geral D 6 . As subunidades do hexâ- 
mero de HslU inferior estão alternadamente em cor de laranja e 
dano, enquanto aquelas do liexâmero de HslU superior estão em 
cor de laranja claro, exceto para uma das subunidades que está co- 
lorida na ordem das cores do arco-íris a partir de sua extremidade 
N (azul) para a sua extremidade C (vermelho). As subunidades do 
hexâmero de HslV inferior estão alternadamente em verde e ma- 
genta, enquanto aquelas do hexâmero superior estão em azul cla- 
ro, exceto para uma das subunidades que está colorida na ordem 
das cores do arco-íris. Os ATPs, que estão ligados nas interfaces 
entre subunidades de HslU vizinhas, estão desenhados na forma 
de volume atômico, com C verde, N azul, O vermelho e P cor de 
laranja. (Com base em um estrutura por raios X de David McKay, 
Stanford University School of Medicine, EUA. PDBid 1G3L.) 

20S. O sítio ativo da ClpP, que está exposto apenas no lado 
interno do barril, contém uma tríade catalítica composta pela 
Ser 97, pela His 122 e pela Asp 171 e, portanto, é uma serino- 
-protease (Seção 15.3Ab). 


A protease HslUV parece ser um híbrido da Clp e do 
proteassomo 26S. Suas subunidades HslV em Haemophilus 
influenzae (174 resíduos) são 18% idênticas às subunidades (3 
do proteassomo 20S de T. acidophilum, enquanto suas tam- 
pas reguladoras HslU (444 resíduos) apresentam atividade 
ATPásica e são homólogos à ClpX de E. coli. A estrutura por 
raios X de HslUV de H. influenzae, determinada por David 
McKay, indica que a HslV forma um dímero de anéis hexa- 
méricos (Fig. 32.88), ao invés de uma estrutura heptamérica 
como as vistas até agora. Um anel hexamérico de subunida- 
des de HslU liga-se a ambas as extremidades do dodecâmero 
HslV, para formar um conj unto de 24 subunidades com sime- 
tria D è , ao invés da simetria D 1 do proteassomo 26S. 

Apesar disso, tanto o enovelamento como os contatos 
intersubunidades das subunidades HslV são bastante se- 
melhantes àqueles das subunidades |3 do proteassomo 20S. 
Além disso, ambos possuem resíduos de Thr N-terminais. 
Portanto, a HslV pode ser considerada como a homóloga eu- 
bacteriana dos proteassomos de 20S de arqueobactérias e de 
eucariotos. 

Thermoplasma acidophilum contém um outro gran- 
de complexo proteolítico, que não está relacionado com o 
proteassomo. A estrutura por raios X dessa protease (Fig. 
32.89), determinada por Huber, indica que ela forma um anel 
hexamérico toroidal com simetria D 3 , de 730 kDa, que apre- 
senta a forma triangular pecuÜar de um tricórnio (um chapéu 
de três bicos, cujas abas estão voltadas para cima em três la- 
dos) e, por isso, foi denominada protease tricorne. Estudos 
de crio-EM indicam que 20 desses hexâmeros tricornes as- 
sociam-se para formar um icosaedro oco de 14.000 kDa (Fig. 
32.89c; um icosaedro é mostrado na Fig. 8.65c), o que o toma 
o maior complexo enzimático homo-ologomérico conheci- 
do (ele é maior até mesmo do que algumas partículas virais, 
muitas das quais também apresentam simetria icosaédrica; 
Seção 33.2Aa). 

I. A ubiquitinação tem múltiplas funções independentes do 
proteassomo 

As proteínas podem ser monoubiquitinadas ou poliubiqui- 
tinadas ou mesmo monoubiquitinadas em mais do que um 
resíduo de Lys. Além disso, a ubiquitina apresenta sete re- 
síduos de Lys, de forma que sete tipos de cadeias poliubi- 
quitinadas são possíveis. Muitos tipos de ubiquitinações me- 
deiam processos diferentes daqueles que direcionam as suas 
proteínas associadas para o proteassomo. Isso ocorre através 
de mecanismos remanescentes de fosforilação, mas, ao invés 
de serem reconhecidas por motivos de ligação a proteínas 
fosforiladas especializados, tal como SH2 (Seção 19.3Cb), as 
proteínas ubiquitinadas são reconhecidas por domínios de 
ligação à ubiquitina (UBDs, de ubiquitin-binding domain) 
conservados. Além disso, enquanto a fosforilação de pro- 
teínas é reversível, através da ação de proteínas fosfatases 
(Seção 19.3F), a ubiquitinação é reversível através da ativi- 
dade de DUBs. 

A ubiquitinação participa na regulação de diversos pro- 
cessos celulares, como endocitose, tráfego de proteínas, re- 
paração do DNA, sinalização intracelular e transcrição. Por 
exemplo, durante a fase S do ciclo celular, a monoubiquitina- 
ção do PCNA (o grampo deslizante associado com a forqui- 
lha de replicação eucariótica; Seção 30.4Ba) em seu resíduo 
de Lys 164 recruta uma DNA-polimerase translesão sujeita 
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FIGURA 32.89 Estrutura da protease tri corne, (a) A estrutura 
por raios X do hexâmero com simetria D 3 , representado na forma 
de fitas e visualizado ao longo de seu eixo triplo. Suas subunidades 
estão coloridas diferentemente, com aquela na parte inferior direi- 
ta colorida na ordem das cores do arco-íris a partir de sua extremi- 
dade N (azul) para a sua extremidade C (vermelho). (6) Vista ao 
longo do eixo duplo do complexo hexamérico (rotado 90° em torno 
de um eixo horizontal em relação à Parte a), (c) Uma imagem 
com base em crio-EM do complexo icosaédrico. Cada uma de suas 
“placas” componentes representa um complexo hexamérico como 
aqueles representados nas Partes a e b. Note como as placas vizi- 
nhas estão relacionadas tanto pelos eixos triplos (que são coinci- 
dentes com aqueles dos complexos hexaméricos) como pelos eixos 
quíntuplos. A barra de escala branca tem 50 nm de comprimento. 
(As Partes a e b são baseadas em uma estrutura por raios X de Ro- 
bert Huber, Max-Planck-Institut für Biochemie, Martinsried, Ale- 
manha. PDBid 1K32. A Parte c é cortesia de Wolfgang Baumeister, 
Max-Planck-Institut fur Biochemie, Martinsried, Alemanha.) 





a erro para a forquilha de replicação no sítio onde o DNA 
está danificado, enquanto a poliubiquitinação desse mesmo 
sítio com uma cadeia de ligações a Lys 63 recruta DNA-po- 
limerases que realizam o reparo livre de erro da lesão. Em 
outro exemplo, no caminho de transdução de sinal que ativa 
NF-kB (Seção 32.6Be), IkBo; é fosforilado pela cinase IkB 
(IKK, de IkB kinase ) , a qual tem uma subunidade reguladora 
denominada NEMO (de N F-kB essential mo dulador, modu- 
lador essencial de NF-kB). A ligação de citocinas, tais como 
TNFa e IL-1, aos seus receptores transmembrânicos nessa 
rota ativa o receptor NEMO poliubiquitinado por ligações a 
Lys 63, que, por sua vez, ativa IKK para fosforilar IkB a. Isso, 
como visto, induz a formação do sinal de poliubiquitinação 
de ligações a Lys 48 que leva à destruição de IkBoí e, assim, 
o deslocamento de NF-kB para o núcleo. Yersinia pestis, a 
bactéria que causa a peste bubônica (Seção 19.3Fc), pro- 
duz um fator de virulência denominado YopJ, que funciona 
como uma DUB que impede a ativação de NF- kB (que é um 
importante ativador do sistema imune). Será visto na Seção 
34.3Bf que a monoubiquitinação de determinadas histonas 
funciona para regular a transcrição. 


m. Modificadores similares à ubiqultina participam de uma 
variedade de processos reguladores 
As células eucarióticas expressam várias proteínas que apre- 
sentam o mesmo dobramento Grasp-p, semelhante ao da 
ubiquitina e que são similarmente conjugadas a outras pro- 
teínas, embora seus resíduos de superfície e as distribuições 
de cargas sejam significativamente diferentes. Cada um des- 
ses modificadores similares à ubiquitina (Ubls, de ubiquitinli- 
ke modifiers), que participam de uma variedade de processos 
celulares fundamentais, possui uma enzima ativadora corres- 
pondente (El), pelo menos uma enzima de conjugação (E2) 
e uma ou mais ligases (E3), que funcionam para ligar a Ubl a 
sua(s) proteína(s)-alvo de uma maneira muito similar àquela 
da ubiquitina. 

Dois dos Ubls mais extensivamente estudados são o 
SUMO (de smaü ubiquitin-related modifier , pequeno modi- 
ficador relacionado à ubiquitina; 18% idêntico à ubiquitina) 
e o RUBI (de related-to-ubiquitin, relacionado à ubiquitina; 
chamado de NEDD8 em vertebrados; 50% idêntico à ubiqui- 
tina) , proteínas que são altamente conservadas de leveduras 
até seres humanos. A sumoilação do PCNA no mesmo resí- 
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duo de Lys no qual ele é ubiquitinado promove a replicação 
normal na fase S. A sumolação de IkBcx no mesmo resíduo 
(Lys 21) no qual ele é ubiquitinado bloqueia a sua ubiquiti- 
nação e a sua subsequente degradação e impede, portanto, o 
transporte do NF-kB para o núcleo. Evidentemente, existe 
uma interação reguladora complexa entre a ubiquitinação 
e a sumolação de ambos PCNA e IxBa. O SUMO também 
modifica dois transportadores de glicose de mamíferos, o 


GLUT1 e o GLUT4 (Seção 20.2Eb) e, ao fazer isso, aumenta 
a disponibilidade do GLUT4, mas diminui a do GLUT1. 

Todos os alvos conhecidos do RUBI são culinas e todas 
elas são subunidades de complexos SCF, o RING de múlti- 
plas subunidades das E3s (Seção 32.6Bd). De fato, a fi-TrCP, 
a E3 que dirige a ubiquitinação do IkBcí, deve ser conjugada 
ao RUBI antes de poder realizar essa tarefa, o que acrescen- 
ta uma complexidade adicional ao controle do NF-kB. 


RESUMO DO CAPÍTULO 

1 0 código genético Mutações pontuais são causadas tanto por 
análogos de bases que provocam malpareamentos durante a re- 
plicação do DNA, como por substâncias que reagem com as bases 
para formarem produtos que pareiam erroneamente. Mutações por 
inserções/deleções (mudança de fase, de frameshift ) surgem a par- 
tir da associação do DNA com agentes intercalantes, que distorcem 
a estrutura do DNA. A análise de uma variedade de mutações de 
mudança de fase que suprimem umas às outras estabeleceu que o 
código genético é um código de trincas e sem pontuações. Em um 
sistema de síntese proteica livre de células, poli(U) dirige a síntese 
de poli(Phe), demonstrando, dessa forma, que UUU é o códon que 
especifica Phe, O código genético foi elucidado pela utilização de po- 
linucleotídeos de composição conhecida, mas de sequência aleatória, 
pela capacidade apresentada por trincas definidas, que promovem a 
ligação ribossômica de tRNAs carregando aminoácidos específicos, 
e pela utilização de mRNAs sintéticos de sequências alternadas 
conhecidas. Essas últimas abordagens também demonstraram que a 
extremidade 5' do mRNA corresponde à extremidade N-terminal do 
polipeptídeo que ele especifica e foram estabelecidas as sequências 
dos códons de Parada. Códons degenerados diferem, principalmente, 
nas identidades de suas terceiras bases. Fagos com pequenos DNAs 
de fita simples, como o fX174, contêm genes sobrepostos em diferen- 
tes fases de leitura. O código genético utilizado pelas mitocôndrias 
difere em vários códons do código genético “padrão”. 

2 RNAs transportadores e sua amtaoacilação RNAs transpor- 
tadores consistem em 54 a 100 nucleotídeos, que podem estar orga- 
nizados em uma estrutura secundária de folha de trevo. Em torno 
de 10% das bases do tRNA podem ser modificadas. O tRNA 1 llc de 
levedura forma uma estrutura tridimensional estreita, em forma de 
L, que se assemelha à de outros tRNAs. A maioria das bases está 
envolvida em empilhamentos e associações de pares de bases, in- 
cluindo nove interações terciárias, que parecem ser essenciais para 
a manutenção da conformação nativa da molécula. Os aminoácidos 
são ligados aos seus tRNAs correspondentes em uma reação de duas 
etapas, catalisada pela respectiva aminoacil-tRNA-sintase (aaRS). 
Existem duas classes de aaRS, cada uma contendo 10 membros. As 
aaRSs de Classe I possuem dois motivos de sequência conservados, 
que ocorrem no enovelamento de Rossmann, comum ao domínio 
catalítico dessas enzimas. As aaRSs de Classe II possuem três 
motivos de sequência conservados, que ocorrem no enovelamento 
contendo uma folha p de 7 fitas antiparalelas que forma o núcleo 
de seus domínios catalíticos. Ao se ligarem apenas a seus tRNAs 
cognatos, as aaRSs reconhecem apenas um idiossincrático, mas limi- 
tado número de bases (elementos de identificação), que estão mais 
frequentemente localizados na haste do anticódon e na haste acep- 
tora. A grande precisão do carregamento do tRNA surge a partir 
da leitura de revisão do aminoácido ligado feita por determinadas 
aminoacil-tRNA-sintases, por um mecanismo de peneira dupla e às 
custas da hidrólise de ATP. 

Muitos organismos e organelas não possuem uma GlnRS e, 
por isso, sintetizam o Gln-tRNA Gí!1 pelo carregamento do tRNA 0 11 
com glutamato, catalisado pela GluRS, seguido pela sua transami- 
dação, usando a glutamina como fonte do grupo amido, em uma 
reação mediada pela Glu-tRNA c -amidotransferase (Glu-AdT). 


Os ribossomos selecionam os tRNAs apenas com base em seus an- 
ticódons. Conjuntos de códons degenerados são lidos por um úni- 
co tRNA, devido ao pareamento oscilante. O códon UGA, que é 
normalmente o códon de Parada opala, pode, dependendo de seu 
contexto no mRNA, especificar um resíduo de seleno-cisteína (Sec), 
que é carregado por um tRNA específico (tRNA Sec ), formando, des- 
sa maneira, uma selen o-proteína. Mutações sem sentido podem ser 
suprimidas por tRNAs cujos anticódons mutaram para reconhecer 
um códon de Parada. 

3 Ribossomos e a síntese de polipeptídeos O ribossomo con- 
siste em uma subunidade menor e uma subunidade maior, cujas 
formas complexas foram reveladas por microscopia crioeletrônica e 
cristalografia por raios X. Os três RNAs e as 52 proteínas que cons- 
tituem o ribossomo de E. coti reúnem-se sob condições apropriadas. 
Ambas as subunidades ribossô micas consistem em um núcleo de 
RNA no qual as proteínas ficam incrustradas, principalmente como 
domínios globulares nas partes traseira e laterais da partícula, com 
longos segmentos polipeptídicos básicos que se infiltram entre as 
hélices do RNA, de modo a neutralizarem as suas cargas aniônicas. 
Os ribossomos eucarióticos são maiores e mais complexos do que 
aqueles de procariotos. 

A síntese de polipeptídeos ribossômica ocorre pela adição de 
resíduos de aminoácidos à extremidade C-terminal do pohpeptídeo 
nascente. Os mRNAs são fidos na direção 5' — » 3'. Os mRNAs são 
normalmente traduzidos de forma simultânea por vários ribosso- 
mos, na forma de polissomos. O ribossomo possui três sítios de liga- 
ção de tRNAs: o sítio A, ao qual se liga o aminoacil-tRNA que está 
chegando; o sítio P, ao qual se liga o peptidil-tRNA; e o sítio E, ao 
qual se liga, de forma transitória, o tRNA deacilado que está saindo. 
Durante a síntese polipeptídica, o polipeptídeo nascente é transferi- 
do para o aminoacil-tRNA, alongando, dessa forma, o polipeptídeo 
nascente em um resíduo. O tRNA recém-deacilado é translocado 
para o sítio E e o novo peptidil-tRNA, com o seu códon associado, é 
translocado para o sítio P. Em procariotos, os sítios de iniciação no 
mRNA são reconhecidos por suas sequências de Shine-Dalgarno e 
por seus códons de iniciação. Os códons de iniciação procarióticos 
especificam £Met-tRNA f . A iniciação envolve a participação de 
três fatores de iniciação, que induzem a montagem das subunidades 
ribossômicas com fMet-tRNA f ' ct no sítio P e mRNA. A iniciação 
eucariótica é um processo bem mais complicado, que necessita da 
participação de pelo menos 11 fatores de iniciação. O sistema se liga 
no quepe 5' do mRNA e se desloca ao longo do mRNA até encon- 
trar seu códon de iniciação AUG, normalmente o primeiro AUG 
do mRNA, por interações códon- anticódon com o tRNA iniciador, 
o Met-tRNA i Met . 

Os polipeptídeos são alongados em um ciclo de três etapas, 
consistindo em decodificação do aminoacil-tRNA, transpeptidação 
e translocação, que necessita da participação de fatores de alonga- 
mento e é movimentado vetorialmente pela hidrólise de GTP. O 
EF-Tu, que funciona para escoltar o aminoacil-tRNA para o sítio 
A do ribossomo, sofre uma mudança conformacional importante ao 
hidrolisar o GTP ligado a ele. A estrutura por raios X da subunidade 
de 50S mostra, de forma clara, que o centro de peptidil-transferase 
do ribossomo está distante de qualquer proteína e, portanto, que o 
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ribossomo é uma ribozima. A formação da ligação peptídica é cata* 
lisada por um mecanismo assistido pelo substrato no qual o ribos- 
somo funciona como uma armadilha de entropia. A translocação é 
determinado pela hidrólise de GTP catalisada pelo EF-G. O EF-G 
* GDP, que se liga ao mesmo sítio ribossômico que o aminoacil- 
-tRNA * EF-Tu * GTP, é um composto mimético macromolecular 
desse complexo. A translocação ocorre por estados intermediários, 
os estados A/P e P/E, nos quais o peptidil-tRNA recém-formado e o 
tRNA recém-deacilado estão, respectivamente, ligados nos subsítios 
A e P da subunidade 30S e aos subsítios P e E da subunidade 50S, 
depois do que o EF-G hidrolisa GTP ligado a ele e desloca esses 
tRNAs para os estados P/P e E/E. 

O ribossomo inicialmente seleciona um aminoacil-tRNA cujo 
anticódon é correspondente ao códon que está ligado no seu sítio 
A por interações que envolvem três bases da subunidade 3QS, uni- 
versalmente conservadas, enquanto o tRNA está em seu estado de 
ligação A/T. A interação códon-anticódon é, então, revisada por um 
processo independente, que se segue à hidrólise do GTP ligado ao 
EF-Tu e que ocorre quando o tRNA passou para o estado de liga- 
ção A/A, um processo denominado de acomodação. Aos códons de 
Parada se ligam os fatores de liberação, que induzem da ligaçãopep- 
tidil-tRNA. O alongamento e a terminação em eucariotos se asse- 
melham aos processos correspondentes de procariotos. 

Inibidores ribossômicos, muitos dos quais são antibióticos, 
são importantes na área médica e úteis bioquimicamente para a 
elucidação da função do ribossomo. A estreptomicina causa erros 
de leitura do mRNA e inibe a iniciação da cadeia em procariotos, 
o cloranfenicol inibe a reação de peptidil-transferase procariótica, 
a paromomicina provoca erros na leitura dos códons, a tetraciclina 
inibe a ligação do aminoacil-tRNA à subunidade procariótica 30S e 
a toxina diftérica ADP-ribosila o eEF2. 

4 Controle da tradução em eucariotos Vários mecanismos 
de controle da tradução foram elucidados em eucariotos. As 
eIF2a-cinases catalisam a fosforilação do eIF2a, que, então, se üga 
fortemente ao eIF2B, de forma a impedi-lo de reciclar o GDP liga- 
do ao eIF2 em GTP, e, assim, inibe a iniciação da tradução. Essas 
eIF2a-cinases incluem o inibidor regulado pelo heme (HRI), que 
funciona para coordenar a síntese de globina de acordo com a dis- 
ponibilidade de heme; a proteína-cinase ativada por RNA de fita 
dupla (PKR), uma proteína induzida por interferon que funciona 
para inibir a proliferação virai; e a cinase do retículo endoplasmáti- 
co semelhante à PKR (PERK), que funciona para proteger a célula 
dos danos irreversíveis causados pela acumulação de proteínas mal 
enoveladas no RE. A GCN2, ao contrário, é uma eIF2oe -cinase que, 
quando há escassez de aminoácidos, estimula a tradução do ativa- 
dor da transcrição GCN4, fazendo com que a subunidade ribossô- 
mica 40S prossiga por quatro fases de leitura abertas a montante 
(uORFs) no mRNA do GCN4, Isso permite que o ribossomo inicie 
a tradução da sequência codificadora de GCN4. A fosforilação do 
eIF4E (proteína de ligação ao quepe ) pela cascata da MAP-cinase 
aumenta a afinidade do eIF4E por mRNAs com quepe, estimulan- 
do, dessa maneira, a iniciação da tradução. A ligação de 4E-BPs ao 
eIF4E bloqueia sua ligação no eIF4G e, assim, impede a iniciação. 
Entretanto, a fosforilação induzida por insuÜna de 4E-BPs faz com 
que elas se desassociem do eIF4E. Os mRNAs em determinados 
oócitos de animais são ocultados pela ligação de proteínas, que im- 
pedem que eles sejam traduzidos. 

Muitos mRNAs de oócitos possuem caudas poli(A) curtas, 
que são precedidas por um elemento de poliadenilação citoplasmá- 
tica (CPE), no qual se liga a proteína de ligação ao CPE (CPEB). 
A CPEB se liga à masquina, a qual se liga ao eIF4E, inibindo, des- 
sa forma, a iniciação da tradução. Entretanto, quando a CPEB é 
fosforilada, ela recruta a poli(A)-polimerase (PAP), que esten- 
de a cauda poli(A) do mRNA, onde se liga a proteína de ligação 
a poli(A) (PABP). A PABP liga-se então ao eIF4G, que, por sua 
vez, desloca a masquina do eIF4E, permitindo, dessa forma, a tradu- 


ção do mRNA. Oligonucleotídeos antissenso podem ser utilizados 
para inibir a tradução de mRNAs complementares a eles. Embora 
a introdução de oligonucleotídeos antissenso em seus sítios de ação 
tenha se mostrado um problema difícil, a utilização deles está co- 
meçando a apresentar algum sucesso nos campos da medicina e da 
biotecnologia. 

5 Modificação pós-traduciona. As proteínas podem ser modifi- 
cadas após a tradução de várias maneiras. As clivagens proteolíticas, 
normalmente por peptidases específicas, ativam pró-proteínas. Os 
peptídeos -sinal de pré-pró-proteínas são removidos por peptidases- 
-sinal. Modificações covalentes alteram muitos tipos de cadeias la- 
terais de diversas maneiras e modulam as atividades catalíticas de 
enzimas, fornecem marcadores de reconhecimento e estabilizam 
estruturas proteicas. O splicing de proteínas ocorre pela autoexci- 
são catalisada pela inteína, entre uma N-exteína e uma C-exteína, 
acompanhada da ligação das N- e C-exteínas por uma ligação peptí- 
dica. A maioria das inteínas contém uma endonuclease de homing, 
que faz um corte de fita dupla em um gene semelhante àquele que 
codifica a exteína correspondente, ativando, dessa forma, um pro- 
cesso de reparo de DNA de fita dupla por recombinação, que copia 
o gene que codifica a inteína no interior da quebra. As inteínas, por- 
tanto, parecem ser parasitos moleculares. 

6 Degradação de proteínas As proteínas em células vivas estão 
continuamente sendo renovadas. Isso controla o nível de enzimas 
reguladoras e o descarte de proteínas anormais que poderiam, de 
outra forma, interferir com processos celulares. As proteínas são 
degradadas tanto por lisossomos, por um processo não específico, 
como por um processo específico para proteínas KFERQ, que é es- 
timulado durante a falta de nutrientes. Um sistema dependente de 
ATP com base no citoplasma degrada tanto proteínas normais como 
anormais em um processo que marca essas proteínas pela ligação 
covalente de cadeias de poüubiquitina de ligações a Lys 48 a seus re- 
síduos de Lys. Esse processo é mediado por três enzimas que atuam 
consecutivamente: a enzima ativadora da ubiquitina (El), a enzima 
de conjugação da ubiquitina (E2) e a proteína de ligação da ubiqui- 
tina (E3). A maioria das células apresenta uma espécie de El, várias 
espécies de E2 e numerosas espécies de E3, cada uma delas servida 
por uma ou poucas E2s. A proteína poliubiquitinada é degradada 
proteoliticamente no proteassomo 26S. 

As E3s podem apresentar estruturas modulares complicadas, 
cada uma tendo diferentes especificidades para proteínas-alvo. Os 
complexos SCF, com uma de suas várias subunidades contendo um 
domínio RING, são particularmente sofisticados. A E3 de domínio 
RING conhecida como E3a funciona para ubiquitinar proteínas que 
satisfaçam a regra da extremidade N. O fator de transcrição NF-kB 
é ativado pela ubiquitinação e subsequente destruição de seu ini- 
bidor IkBo£, normalmente fica ligado a ele, pelo SCF (3-TrCp, que 
é ativado pela fosforilação via uma cascata de transdução de sinal. 
As ciclinas, que controlam o ciclo celular, são destruídas de maneira 
programada por ubiquitinação feita por suas E3s cognatas, umas das 
quais é o complexo promotor da anáfase (APC). 

O proteassomo 26S consiste em um barril proteico oco, forma- 
do por dois anéis de sete subunidades a flanqueando dois anéis de 
sete subunidades (3, conhecido como o proteassomo 20S, em cujas 
extremidades estão ligadas as tampas de 19S, cada uma delas con- 
sistindo em ~ 18 subunidades. Os sítios ativos das subunidades (3, 
que são membros da família de hidrolases com o grupo nucleofílico 
N-terminal (Ntn), estão no lado interno do barril. As proteínas ubi- 
quitinadas são selecionadas pelas tampas de 19S, que as desenove- 
lam de maneira dependente de ATP e as introduzem no interior do 
proteassomo 20S, por seu canal axial. 

As cadeias de poliubiquitina (poliUb) são removidas das pro- 
teínas condenadas pelas enzimas desubiquitinadoras associadas 
ao proteassomo (DUBs), enquanto outras DUBs desmembram 
as cadeias poliUb em suas unidades de ubiquitinas componentes, 
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reciclando-as. O ativador 11S é um complexo heptamérico que, ao 
ligar-se a uma das extremidades de um proteassomo 20S, abre o 
seu canal axial de uma maneira independente de ATP, permitindo, 
dessa forma, que polipeptfdeos, mas não proteínas enoveladas, en- 
trem no proteassomo 20S. Eubactérias, que com poucas exceções 
não apresentam proteassomos, expressam, apesar disso, uma va- 
riedade de proteases autocompartimentalizadas, incluindo a ClpP, 


a UV do locus de choque térmico (HslUV) e a protease tricorne, 
que funcionam para descartar proteoliticamente as suas proteínas 
celulares. Monoubiquitinação ou poliubiquitinação com cadeias li- 
gadas através de resíduos de ubiquitina outros que Lys 48 regulam 
uma variedade de processos celulares. Modificadores semelhantes 
à ubiquitina (Ubls), tais como o SUMO e o RUBI, participam em 
numerosos processos reguladores. 
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PROBLEMAS 


1. Qual é o produto da reação da guanina com o ácido nitroso? 
Essa reação é mutagênica? Explique. 

2. Qual é o polipeptídeo especificado pela seguinte fita de DNA 
antissenso? Assuma que a tradução inicia no primeiro códon de 
iniciação. 

5' - TCTG ACT ATT G AGCTCTCT GGCACATAGCA - 3' 

*3. A datiloscopia (fingerprint ) de uma proteína de um mutante 
fenotipicamente reversível do bacteriófago T4 indica a presença 
de um peptídeo tríptico alterado em relação ao tipo selvagem. Os 
peptídeos de tipo selvagem e o mutante apresentam as seguintes se- 
quências: 

Tipo selvagem Cys-Glu-Asp-His-Val-Pro-Gln-Tyr-Arg 
Mut ante Cy s-Glu-Thr-Met-S er- His -Ser-Ty r - Arg 

Indique como o mutante pode ter surgido e forneça as sequências 
de bases, tanto quanto possível, dos mRNAs que especificam os dois 
peptídeos. Comente sobre a função do peptídeo na proteína. 

4. Explique como as várias classes de mutações podem reverter 
uma mutação da mesma classe, mas não de uma classe diferente. 

5. Quais aminoãcidos são especificados por códons que podem 
ser alterados para um códon âmbar por uma única mutação pontual? 

6. O mRNA que especifica a cadeia a da hemoglobina humana 
contém a sequência de bases 


O tetrapeptídeo C-terminal da cadeia a normal, que é especificada 
por parte dessa sequência, é 

- S er- Lys -Tyr - Ar g 

Na hemoglobina Constant Spring, a região correspondente da ca- 
deia a tem a sequência 

-Ser-Lys-Tyr-Arg-Gln-Ala-Gly- p 

Especifique a mutação que causa a hemoglobina Constant Spring. 

7. Explique por que um mínimo de 32 tRNAs é necessário para 
traduzir o código genético “padrão”. 

8. Desenhe os pareamentos oscilantes que não estão na Fig. 32.25 a. 

9. Uma colega sua afirma que, pela exposição de E. coli à HN0 2 , 
ela mutou um tRNA G ■ para um supressor âmbar. Você acredita nes- 
sa afirmação? Explique. 

*10. Deduza as sequências dos anticódons de todos os supressores 
listados na Tabela 32.6, exceto UGAT, e indique as mutações que 
os originaram. 

11. Quantos tipos diferentes de macromoléculas devem estar mi- 
nimamente presentes em um sistema de síntese proteica livre de cé- 
lulas de E. coli‘1 Conte cada tipo de componente ribossômico como 
uma macromolécula diferente. 

12. Por que oligonucleotídeos contendo sequências de 
Shine-Dalgarno inibem a tradução em procariotos? Por que eles 
não fazem o mesmo em eucariotos? 

m a m 

13. Por que o m GTP inibe a tradução em eucariotos? Por que ele 
não faz o mesmo em procariotos? 

14. Qual será a distribuição de radioatividade nas cadeias comple- 
tas de hemoglobina após a exposição de reticulócitos a resíduos de 
Leu marcados com H por um curto período, seguido pelo forneci- 
mento de resíduos de leucina não marcados? 


15. Projete um mRNA com os sítios de controle procarióticos ne- 
cessários para codificar o octapeptídeo Lys-Pro-Ala-GIy-Thr-Glu- 
Asn-Ser. 

*16. Indique os sítios de controle da tradução em uma sequência de 
aminoácido especificada pelo seguinte mRNA procariótico. 

5' -CUGA U AAGGAUUU AA AU U AU GUGUC A AU CACGA- 
AUGCUAAUCGAGGCUCCAUAAUAACACUUCGAC-3' 

17. Qual é o custo energético, em equivalentes de ATP, para a sín- 
tese em E. coli de uma cadeia polipeptídica de 100 resíduos partindo 
de aminoácidos e mRNA? Assuma que não ocorrem perdas em de- 
corrência da leitura de revisão. 

18. Foi sugerido que a Gly-tRNA-sintase não necessita de um me- 
canismo de edição. Por quê? 

19. Explique porque ribossomos procarióticos podem traduzir 
uma molécula de mRNA circular, enquanto ribossomos eucarió- 
ticos normalmente não podem, mesmo na presença dos cofatores 
necessários. 

20 . EF-Tu se liga a todos os aminoacil-tRNAs com aproximada- 
mente igual afinidade, de forma que ele pode entregar todos ao 
ribossomo com a mesma eficiência. Com base nas constantes de 
ligação determinadas experimentalmente para Ef-Tu e aminoacil- 
-tRNAs correta e incorretamente carregados (ver Tabela), explique 
como o sistema de reconhecimento de tRNA-Ef-Tu pode impedir a 
incorporação de um aminoácido errado durante a tradução. 


Aminoacil-tRNA 

Constante de dissociação (nM) 

Ala-tRNA" 3 

6,2 

Gln-tRNA Ala 

0,05 

Gln-tRNA° in 

4,4 

Ala-tRNA Gln 

260 


Fonte: LaRiviere, F.J., Wolfson, A.D., and Uhlenbeck, O.C., Science 294, 
167 ( 2001 ). 


21. Todas as células contêm uma enzima chamada de peptidil- 
-tRNA-hidrolase, e células que são deficientes nessa enzima 
crescem muito lentamente. Qual é a provável função dessa 
enzima e porque ela é necessária? 

22. Um antibiótico denominado fixmicina, que você isolou de um 
fungo que cresce sobre maracujás maduros, é eficiente na cura de 
vários tipos de doenças sexualmente transmissíveis. Na caracte- 
rização do modo de ação da fixmicina, você encontrou que ela é 
um inibidor da tradução bacteriana que se liga exclusivamente na 
subunidade maior do ribossomo de E. coli. A iniciação da síntese 
proteica na presença de fixmicina resulta na geração de dipeptídeos 
que permanecem associados ao ribossomo. Sugira um mecanismo 
da ação para a fixmicina. 

23. O heme inibe a degradação de proteínas nos reticulócitos pela 
regulação alostérica da enzima ativadora da ubiquitina (El). Qual 
poderia ser a função fisiológica disso? 

24. A Genbux Inc., uma empresa bio tecnológica, clonou em E. 
coli o gene que codifica uma enzima industrialmente valiosa, de for- 
ma que essa enzima é produzida em grandes quantidades. Porém, 
como a empresa deseja produzir a enzima em quantidades da ordem 
de toneladas, os gastos no seu isolamento seriam muito reduzidos 
se a bactéria fosse capaz de secretá-la. Como um consultor de alto 
nível, qual seria a recomendação geral que você ofereceria para so- 
lucionar esse problema? 
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Ácido propiônico, 32T 
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Ácido retinoico, ver RA 

Ácido ribonucleico, ver RNA 

Ácido siálico, 1010 

Ácido succínico, 32T, 49 

Ácido sulfúrico, 46 

Ácido tricloroacético, 211-213 
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Ácido úrico, 1025, 1107, 1134-1135 
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Ácidos, 45 
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poliprótico, 48-50, 49F 
Ácidos aldônicos, 364 
Ácidos biliares, 941, 992, 993F 
Ácidos de Lewis, 45, 511 
Ácidos fortes, 46-47 

Ácidos fosfatídicos, 389-390, 389-39ÜT, 398T 
Ácidos fracos, 46-48, 48F 
Ácidos graxos, 386-389 
ânions, 44, 44F 
ativação, 945-946, 946F 
e resistência a insulina, 1102, 1103F 
essenciais, 971 
glicogênio, versus, 638 
no ciclo do ácido cítrico, 789 
nomes, 387T 
transporte no sangue, 973 
Ácidos graxos &>-3, 1003 
Ácidos graxos &>-6, 1003 
Ácidos graxos de cadeia ímpar, 94 5F, 952 - 
957 

Ácidos graxos de cadeia par, 94 5F 
Ácidos graxos essenciais, 971 
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950 - 952 , 95ÜF 

Ácidos graxos poli- insaturados, 387 
Ácidos graxos saturados, 387-389, 387T 
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Ácidos minerais, 46 
Ácidos mo nopr óticos, 49 
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coeficiente de sedimentação, 154F 
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conformações da cadeia de açúcar-fosfato, 
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e DNA supertorcido, 1158-1170 
e estrutura do DNA, 88-95 
e função do DNA, 85-88 
e nucleotídeos, 82-84 
e sequência de aminoácidos, 70 
empilhamento de bases, 1156-1157 
estabilidade de, 1151-1158 
estrutura química, 84-85, 84F 
estruturas de dupla-hélice, 1145-1148 
evolução, 33 

forças hidrofóbicas, 1157-1158 
grupos funcionais, 43 
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organização do, 163-164 
organização do polímero, 17F 
pareamento de bases, 1154-1156 
síntese de oligonucleotídeos, 209, 211-214 
Ácidos polipróticos, 48-50, 49F 
polirribonucleotídeos, 1342 
Ácidos siálicos, 365, 391-392F. Ver também 
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Ácidos teicoicos, 378, 378F 
Ácidos urônicos, 364 
Acidose, 955 

Acidúria metilmalônica, 955 
Acidúria orótica, 1118-1119 
Acil-carnitina, 946 

Acil-CoA:colesterol aciltransferase, 455, 984 
Acil-CoA desidrogenase, 947, 948, 948F 
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Acil-CoA graxo, 947F 
Acil-CoA-oxidase, 958 
Acil-CoA-sintases, 945-946 
Acil-di-hidroxiacet ona-f o sf ato, 971 
Acil-fosfatos, 580 
2-acilgliceróis, 941 
Aciltransferase, 968 
Ackers, G., 353 
Acomodação, 1388 
Aconitase, 789, 790F, 808-809, 808F 
Acoplamento de energia, 845 
Acoplamento de tradução, 1398 
Acoplamento traducional, 1398 
Acrilamida, 147-147F 
Acrilato 
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nas membranas do eritrócito, 413F, 414-415 
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Actinomicina D, 78-79, 1272, 1272F 
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Adaptação metabólica, 1102-1104 
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Ade, ver Adenina 

Adenil-3 ',5'-uridil-3, '5'-cítidil-3, '5'-guani- 
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Adenilato-cinase (AK), 582 
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628F 

estrutura por raios X da porcina, 254, 255F 
Adeniliítransferase, 1069, 1071 
Adenilossuccinato, 1112 
Adenilossuccinato-liase (PurB), 1109F, 1111, 
1112 

Adenilossuccinato-sintetase, 1112F 
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nucleosídeos modificados, 1347F 
pontos de mutação, 1339-1340 
Ademna-fosforribosil-transferase (APRT), 
1114 

Adeno-hipófise, 682-683 
Adenosina, 82-83T, 578-579, 1130F 
Adenosina desaminase (ADA), 1130F, 1131 
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no catabolismo, 561, 561F 
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ADP-glicose, 645 
ADP-glicose pirofosforilase, 931 
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ADP-ribosilação, 1398 
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973 
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síntese, 1058-1060 

Adrenoleucodistrofia (ALD), 767, 958 
Adriamicina, 1169 
Aducina, 412F-413F 
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Aeróbios, 6 
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Agentes de ligação cruzada, 270-271, 
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Agentes intercalantes, 1160-1162, 1272 
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Aglicona, 365-366 
Aglomerados ferro-enxofre 
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AG O, ver Argonauta 
Agonista, 538-539, 680 
Agrecano, 373-375, 373T, 374F 
Agrina, 373T 
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AgRP (peptídeo relacionado ao gene da 
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Agrupamento independente, 21-22, 22F 
Agrupamento P, 1081 
Água, 40-45 
atividade da, 60 
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43T 

e excreção de nitrogênio, 1134 
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estrutura e interações, 40-42, 40F— 42F 
mobilidade de prótons, 44-45 
propriedades solventes, 42-44 
reagente nos experimentos de Miller-Urey, 
32,33 

Água dura, 465 

AICAR, ver 5-Aminoimidazol-4-carboxamida 
ribotídeo 

AICAR-transformilase (PurH), 1109F, 1111 

AIR, ver 5-Aminoimidazol ribotídeo 

AIR-carboxilase, 1109F, 1111 

AIR-sintetase (PurM), 1109F, 1110 
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Aktl/PKBa, 734 

Akt2/PKB P, 734 

Akt3/PKBy, 734 

ALA (ácido 8-aminolevulínico), 1048 
Ala, ver Alanina 
ALA sintase, 1056 

ALAD (ácido 8-aminolevulínico desidratase), 
1048 
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aminoácido não essencial, 1065T 
biossíntese, 1067-1073 
cadeia lateral apoiar, 70 
códigos genéticos para, 100T, 1343T 
degradação, 1030-1034 
degradação de tríptofano, 1041-1042 
diagrama de Ramachandran, 224F, 225 
escala de hidropatia, 263-265T 
estrutura e propriedades gerais, 68T, 71F 
L-Alanina, 76, 77F 
meia-vida, 1413-1414T 
nas proteínas nativas desdobradas, 283 
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no catabolismo de pirimidina, 1135-1136 
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Albumina, 154F, 542-543, 677. Ver também 
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meia-vida, 1408T 

na glicólise, 596F, 600-603, 600F, 602F 
Aldopentoses, 360F 

Aldose-cetose, interconversão, 567, 567F 
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definição, 67 

escala de hidropatia para cadeias laterais, 
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trifosfato 
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Anaeróbios obrigatórios, 6 
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Análise por permetilação, 365-366 
Análogos ao estado de transição, 516 
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catálise de íons metálicos, 511-513, 512F 
constantes cinéticas de Michaelis-Menten, 
489T 

difusão limitada, 490 
estrutura terciária, 246F 
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Carbamoilfosfato-sintetase II, 1115F-1116 
Carbânions, 563, 563F, 568-569, 569F 


índice 1437 
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Carboximetil-CoA, 806 
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Carboxi- pró-colágeno-peptidase, 1403-1404 
Carboxipropil-Co A, 955 
Carboxiterminal, ver C-terminal 
Carcinogênese, 1224 
Carcinógenos, 1202, 1224-1225 
Carcinógenos químicos, 704-705 
Cardiolipina, 389-390T, 398T, 1005, 1006F 
Carell, T., 1215 
Carga iônica, 

purificação de proteínas, 132 
Cargas, 
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Carnitina-palmitoiltransferase II, 946 
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Carreador de fosfato, 448, 826 
Carreadores, 745, 748 
Carregador do grampo, 1195-1198, 1197F 
Carregadores, 745 
Carsonella ruddii , 176T77T 
CART (Transcrito regulado por cocaína e 
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Catástrofe do erro, 587 
Cate, J. 1366 
Catecol, 680, 1059 
Calecolaminas, 680, 1058-1060 
Catepsina D, 439, 547-548 
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Células competentes para transformação, 
108-109 
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Células unitárias, 270-271 
Células vegetais, 11, 11F 
Celulase, 369 

Célula-tronco embrionária, 121-122 
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a-Cetoadipato, 1042 

a -Cetobutirato, 1034, 1075 
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Cetogênese, 959-962 
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a-Cetoglutarato, 789, 809, 1034, 1067-1068F 
a -Cetoglutarato desidrogenase (Elo), 789, 
799, 810 , 815-816 
a-Cetoisovalerato, 1075 
a-Cetoisovalerato desidrogenase, 1039 
Cetonas, 361F 
Cetonogênese, 959-962 
Cetopentose, 360 
Cetoses, 360F, 361, 361F 
3-Cetosesfinganina,1008 
3-Cetosflngamna redutase, 1009 
Cetuximab, 720 
C-exteína, 1407 
CFI (fator de clivagem I), 1302 
CFII (fator de clivagem II), 1302 
CFTR, proteína transmembrana reguladora 
da fibrose cística, 427-428, 430 
CFTs (toxinas formadoras de canal), 416-418 
Chalfie, M., 120-121 
Chamberlin, M., 1273 
Chambon, P., 1257, 1305 
Chang, G., 767 
Changeux, J.-P,, 349 

Chaperonas moleculares, 290, 293 - 302 . Ver 
também Proteínas chaperonas 
Chaperoninas, 293 
Chaperoninas CCT, 301-302, 30 1F 
Chaperoninas do Grupo 1, 293 
Chaperoninas do Grupo II, 293, 301-302 
Chaperoninas TRiC, 301-302, 301F 
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Chargaff, E., 84, 86, 88 
Chase, M., 86-87 
Cheng, X., 1248 
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Chifre, 233, 234 
Chimpanzés, 116, 176-177T 
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Chiu W., 301 
Choque séptico, 688 
Chorthippus paraltelus, 24F 
Chou, P., 302, 303 
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e Hb, 340 
Cianeto, 831 
P-Cianoalanina, 80, 80F 
Cianobactéria, 5, 6, 7F, 12, 13F 
Cianose, 342 
Ciclinas, 214-215F, 1202 
Ciclo 'Y-glutamil, 1061, 1061F 
Ciclo C 4 , 934-937, 936F 
Ciclo celular, 1202, 1202F. Ver também Apop- 
tose 

Ciclo da ureia, 791 
arginase, 1025-1029 
argininossuccinase, 1027-1028 
arg ininos succinato-sint as e,1027-1028 
carbamoilfosfato-sintase, 1025-1028 
ornitina- tr anscar b amoilase, 1027-1028 
regulação, 1027-1029 
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controle, 932-934 
estequiometria, 931 

mudanças de energia livre das reações, 933T 
na fotossíntese, 927-934, 929F 
reação líquida, 931 
Ciclo de Cori, 880, 880F 
Ciclo de Krebs, 789. Ver também Ciclo do 
ácido cítrico 

Ciclo de nucleotídeos de purina, 1132, 1133F 
Ciclo de Randle, 864 
Ciclo do ácido cítrico, 561F, 789-820 
aconilase, 789, 790F, 808-809, 808F 
acoplamento à glicólise, 594F 
cadeia de transporte de elétrons, 824F 
capacidade produtora de energia, 813 
a-cetoglutarato-desidrogenase, 789, 810, 
815-816 

citrato-sintase, 789, 790F, 806-808, 806F, 
807F, 815-816 

complexo da piruvato desidrogenase, 800, 
804-805, 805F 
enzimas, 806-815 
evolução, 814-815 

fumarase, 790F, 791, 811-813, 811-812F 
funções anfibólicas, 789, 817-819, 818F 
integração, 813-814, 1090 
intermediários anapleróticos, 818-819 
isocitrato-desidrogenase, 789, 809-810, 
809F, 815-816 

malato-desidrogenase, 790F, 791, 813 
oxalacetato, 873F 
reação global, 791 

reações controladoras da velocidade, 815- 
816 

regulação, 815-817, 81 6F 
síntese da acetil-CoA, 792-805 
succinil-CoA-sintetase, 791, 810-811, 810- 
811F 


vias usando intermediários, 818, 872F 
visão geral, 789-792, 790F 
Ciclo do ácido tricarboxílico. Ver também 
Ciclo do ácido cítrico 
Ciclo do glioxalato, 880, 881F 
Ciclo do nitrogênio, 1083, 1083F 
Ciclo do TCA (ácido tricarboxílico), 789. Ver 
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Ciclo fútil, 629 

Ciclo glicose-ácidos graxos, 864 
Ciclo glicose-alanina, 878, 1022-1023 
Ciclo Q, 848-849, 848F 
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Ciclofilina, 724F, 725 
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conformações, 363, 363F 
Ciclo -oxigena se (COX), 406, 997 
Ciclopentanoperidrofenantreno, 391-392 
Ciclopropano, 398 
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Ciclo sporina A (CsA), 292-293, 724 
Ciclossomo, 1414-1415 
Ciechanover, A., 1410 
Ciliados, 7F, 13F 
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Cílios, 10 
Cimetidina, 764 

Cinase da cadeia leve da miosina, 656 
Cinase da cadeia leve da miosina (MLCK), 
656 

Cinase dependente de Dbf4 (Ddk), 1206 
Cinase do receptor |3-adrenérgico (p>ARK), 697 
Cinase do retículo endoplasmático semelhan- 
te à PKR (PERK), 1400 
Cinase Janus (JAK), 718 
Cinases, 513, 581, 597 

Cinases reguladas por sinal extracelular, 713 
Cinases não receptoras de tirosina (NRTKs), 
715 

Cinco regras de Lipinski, 542-543 

Cinesina, 440 

Cinética 

e processos espontâneos, 54 
enzimãtica, 487-492 
química, 54, 482-486 
reações elementares, 483 
teoria do Estado de Transição, 483-487 
transporte em membrana, 745-757 
velocidade de reação, 483-484 
Cinética de Michaelis-Menten 
deduções, 501-503 
dependência do pH, 496-497 
inibição, 493-496 
para enzimas, 489T 

Cinética de reações, ver Cinética enzimãtica 
reações não enzimáticas, 483-484 
Cinética de saturação, 747 
Cinética enzimãtica, 482, 487-492 
análise de dados, 490-491 
cinética de Michaelis-Menten, 488-491, 496- 
497, 501-503 

coeficiente de controle do fluxo, 621-622 
efeitos do pH, 496-497 
inibição competitiva, 493-494 
inibição incompetitiva, 495 
inibição mista, 495-496 
reações de bissubstrato, 497-501 
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Ciprofloxacina (Cipro), 1167, 1170, 1395 
Círculos relaxados, 1160 
Gs-aconitato, 789 
Cis-spiicing, 1320 
Cistationina, 1034 
Cisteína: 
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biossíntese, 1071-1072 
cadeias laterais, 71, 208-209F, 263-265T 
códigos genéticos para, 100T, 1343T 
degradação, 1030-1034 
estrutura e propriedades gerais, 69T 
grupos amino, 208-209F 
ligações dissulfeto, 71, 71F, 168-169 
propensão a formar hélice a/folha [3, 302T 
transferência de energia de ressonância de 
fluorescência, 286 
Cisteinil-adenilato, 1359 
Cisteíno-proteases, 1417 
Cisternas, 428, 430 
Cisternas cis, 428, 430, 429F 
Cisternas mediais, 428, 430, 429F 
Cisternas trans, 428, 430, 429F 
Cistina, 71. Ver também Cisteína 

clivagem de ligações dissulfeto no sequen- 
ciamento de proteínas, 168-169 
estereoisômeros, 76, 76F 
Cístron rlIB, 1340 
Cístrons, 28, 1264, 1340 
Cit, ver Citosina 
Citidina, 82-83T, 1 135-1 136F 
Citidína monofosfato, ver CMP 
Citidina trifosfato, ver CTP 
Citidina-desaminase, 1135-1136F, 1322 
Citocalasina B, 769 
Citocinas, 688 
Citocinese, 20-21F, 21F 
Citocromo a, 838, 838F 
Citocromo b , 838, 838F, 1408T 
Citocromo è 5 , 401-402, 402F, 971 
Citocromo b 559 , 916 
Citocromo ó 562 , 250F, 251-252 
Citocromo ò 6 , 920 

Citocromo b6[ , complexo, 915, 920-921, 921F 
Citocromo bc lt ver Complexo III 
Citocromo b u 838 
Citocromo b L 838 

Citocromo c, 16F, 187-189, 838, 838F, 841-843 
árvore filogenética, 188-189, 189-190F 
coeficiente de sedimentação, 154F 
constantes físicas, 153T 
espectro de absorção visível, 83 8F 
estrutura por raios X, 247F 
evolução, 188-189, 190-191F, 316-317, 317- 
31 8F 

massa molecular, 140F 
meia-vida, 1408T 
ponto iso elétrico, 134T 
sequências de aminoácidos, 186T-187T, 
188-189F, 196F 

velocidade de dobramento, 284-285, 289, 
289F 

Citocromo q 838F, 84Ü, 848 
Citocromo c 2 912 

Citocromo c-heme-liase (CCHL), 448 
Citocromo c-oxidase (COX) ver Complexo IV 
Citocromo c-redutase, 187-188 
Citocromo/, 914-915, 915F, 920 


Citocromo P450 

e metabolismo de fármacos, 543-546 
estrutura por raios X, 543-544F 
na biossíntese do heme, 1055 
na oxidação dos ácidos graxos, 959 
polimórfico, 545-546 
reações de destoxificação, 1225 
Citocromo P450 redutase, 686 
Citocromos tipo-c, 316-317, 316-318F 
Citoesqueleto, 10, 11, 10F 
Citoglobina, 325 
Citomegalovírus (CMV), 1403 
Citoplasma, 4, 1326-1327 
Citosina, 18, 82-83, 82-83T. Ver também Par 
de bases de Watson-Crick, 
e código genético, 100T, 1343T 
e surgimento de mutações pontuais, 1339- 
1340, 1340F 

espectros de IV derivados, 1155F 
nucleosídeos modificados que ocorrem em 
tRNA, 1347F 

Citosol, 9-11. Ver também tópicos relaciona- 
dos, p.ex.: Biossíntese de ácidos graxos 
biossíntese do heme no, 1054 
ciclo do ácido cítrico no, 815 
funções metabólicas, 562T 
glicólíse no, 595 
gliconeogênese, 876-877, 877F 
transporte de mRNA, 101 
Citrato: 

e ciclos metabólicos, 1088-1089 
inibição de glicólise, 863-864 
no ciclo do ácido cítrico, 789, 790F 
Citrato-sintase, 568, 621 
no ciclo do ácido cítrico, 789, 790F, 806-808, 
8Ü6F, 807F, 815-816 
Citril-CoA, 807 

Citrulina, 80, 80F, 57 1F, 1027-1028 
Clãs 

das famílias Pfam, 258 
Clardy, J., 1116 
Clark, B., 1380 

Classificação estrutural de proteínas (SCOP), 
256T, 258 

Classificação numérica, 470 
Clatratos, 262-263F, 263-264 
Cia trina, 430-439 
Claude, A., 1362 
Clausius, R. 56 
Cleland, W. W., 498, 536 
Clivagem de ortofosfato, 582 
Clivagem de pirofosfato, 582, 582F 
Clivagem heterolíüca da ligação, 563, 956 
Clivagem homolíüca da ligação, 563, 956 
Clonagem. Ver também Clonagem molecular, 
direcional, 117, 117F 
molecular, ver Clonagem molecular 
shotgun, 113 

Clonagem molecular, 104-125 
considerações sociais, éticas e legais, 123- 
124, 124-125F 

e purificação de proteínas, 130 
e reação em cadeia da polimerase, 114-117 
e sequenciamento nuclear, 174-176 
endonucleases de restrição, 104-107 
livrarias genômicas, 113-114 
manipulação gênica, 109-112 
organismos transgênicos, 121-124 
produção de proteínas, 117-122 
Southern blotting, 111-113 


terapia gênica, 122-124 
vetores de clonagem, 106-1 10 
Clonagem shotgun, 113 
Clones, 104-105, 113-114 
Cloranfenicol, 107-108, 1395T, 1396F, 1397 
Clore M., 656 

Cloreto de l-dimetilamino-naftaleno-5-sulfo- 
nil, ver Cloreto de dansila 
Cloreto de césio, 156, 156F 
Cloreto de dansila, 165, 165-166F 
Clorocruorinas, 325 

Clorofila, 12, 403, 903-912. Ver também Foto- 
síntese 

espectro de absorção, 905F 
estados eletrônicos, 905F 
Clorofila a , 903, 904F, 9Ü5F, 908, 916, 917 
Clorofila b, 903, 904F, 905F, 908 
Clorofilas antena, 905-906, 906F 
Clorofórmio, 3T, 144 
Cloroplastos, 11F, 13F 
fotorrespiração em, 935 
local da fotossíntese, 11-12, 901-903 
Cloroquina, 1058, 1409 
Clostridium botulinum, 442-443, 1340 
ClpA, 1419 

ClpP, 531, 531F, 1419, 141 9F 
ClpX, 1419 

CLUSTAL , 201-203, 202-203F, 205-206, 304 
Cmc (concentração crítica de micela), 394-395 
CML (leucemia mielogênica crônica), 718 
CMP (citidina monofosfato), 82-83T, 1135- 
1136F 

CMV (citomegalovírus), 1403 
Cn3D, 256T, 258 

CNBr, ver Brometo de cianogênio 
CNX, ver Calnexina 
Co A, ver Coen 2 Íma A 
Coagulação sanguínea 
fatores recombin antes, 119-120 
Coatômero, 430 
Cobratoxina, 781 
Cocos, 4 

Código genético, 86-88, 1338-1345 
breve resumo, 1421-1422 
decifrando, 1341-1343 
degenerado, 1285, 1288, 1290-1291, 1307 
não universalidade do, 185-186, 1344-1345 
natureza do, 1343-1344 
padrão, 1343T 
tradução, 99, 100T 

variações mitocondriais do código genético 
padrão, 1344T 
Códon âmbar, 1343 
Códon de iniciação, 100-101, 100T 
Códon ocre, 1343 
Códon opala, 1343 
Códon-anticódon 
interações, 1389F 
Códons, 95F, 98-101, 1338, 1343T 
frequentemente usado, 1360 
interação com anticódon, 1389F 
supressor de mutação sem sentido ( nonsen - 
se supressor), 1362, 1362T 
trincas, 1340-1341 

Códons de iniciação da cadeia, 1343 
Códons de parada, 99, 100T, 1343 
Códons sem sentido ( nonsense ), 1343 
Códons triplos, 1340-1341 
Coeficiente de atividade, 61 
Coeficiente de atrito, 146, 155 
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Coeficiente de controle de fluxo, 620-622 
Coeficiente de difusão, 745 
Coeficiente de elasticidade, 622 
Coeficiente de extinção molar, 90 
Coeficiente de partição, 144, 539-540, 745-746 
Coeficiente de permeabilidade, 745, 747T, 775 
Coeficiente de sedimentação, 153, 154F 
Coeficiente de sedimentação dos polissomos, 
coeficiente de sedimentação, 154F 
Coeficiente de transmissão, 485-486 
Coeficiente osmótico, 1156, 1157F 
Coenzima A (CoA), 82, 473T, 795T. Ver 
também Acetil-CoA 
biossíntese, 1138-1139 
descoberta, 791-792 
Coenzima B 12 , 954-955, 954F 
Coenzima Q (CoQ; ubiquinona): 
coenzima da cadeia de transporte de elé- 
trons, 829-830, 836F 
na fosforilação oxidativa, 848-849 
Coenzima Q :cit o cromo-c-oxidorred utase 
(Complexo III), 840-841, 840F 
Coenzima Q redutase, 834-835, 837-840 
Coenzima QH*, 836F 
Coenzima QH^ 836F, 848-849 
Coenzimas, 473-474, 473T, 474T 
biossíntese de flavina, 1138 
biossíntese de nicotinamida, 1135-1138 
como catalisador covalente, 511 
Coenzimas da cobalamina, 473T, 474T 
Coenzimas de flavina, 473T, 1138 
Coenzimas de nicotinamida, 471F, 473T, 
1135-1138 

Cofator FeMo, 1081-1082 
Cofatores, 473 
Cohen, R, 1025 
Cohen, S., 107-108 

Cointegrado, 1239-1240, 1239F-1241F 
Colágeno, 78, 163, 235-240 
coeficiente de sedimentação, 154F 
diagrama de Ramachandran, 224F 
doenças associadas a, 240 
montagem, 1405 
ponto isoelétrico, 134T 
Colágeno al(I), 236F 
Colapso das forquilhas de replicação, 1222 
Colapso hidrofóbico, 286-287 
Colato, 992 
Colato de sódio, 399F 
Colecalciferol-25-hidroxilase, 678 
Colecistocinina (CKK), 673T, 675 
Colesterol, 391-393, 392-393F 
captação pela LDL, 453-455 
da dieta EPA, 1002-1003 
excreção, 993 
fluidez, 398 
LDL, 449F 

metabolismo, 975, 984-987 
nas membranas, 398F, 4Ü0F 
síntese, 1096 
transporte, 452F, 456 
utilização, 991-993 
Colesterol-7a-hidroxilase, 993 
Colestiramina, 990 

Colheita de plantas, 122-123. Ver também 
Milho, Arroz 
ColicinaE3, 1374-1375 
Colicinas, 418 
Colifagos, 1190 
Colina, 389-390T, 390, 779 


Colina-acetiltransferase, 779 
Colipase, 941-942, 941F 
Collins, F., 180-181 
Collman, L, 328 
Colódio, 141-142 
Coloração, 149, 158 
Coloração com prata, 149 
Coloração de Gram, 6 

Combinatorial extension of optimal pathway, 
256T, 258 

Combustíveis fósseis, 901 
Comissão de enzimas, 470 
Compare 3D, 258 

Complementaridade eletrônica, pares de 
bases de Watson-Crick, 1155-1156 
Complementaridade geométrica, de pares de 
bases de Watson-Crick, 1154-1155 
Complemento Cl, 525T 
Complemento C9, 1317 
Complexo I (NADH desidrogenase, NADH: 
coenzima Q oxidorredutase), 832T, 834-837, 
836F-837F, 845 

Complexo II (Succinato desidrogenase, succi- 
nato: coenzima Q oxidorredutase) 493, 947 
na cadeia transportadora de elétrons, 832T, 
837-840, 839F, 845 

no ciclo do ácido cítrico, 791, 810-812, 811- 
812F 

Complexo III (Coenzima Q: Citocromo c oxi- 
dorredutase, cilocromo bcl), 832T, 840-841, 
840F, 847-850, 849F, 912 
Complexo IV (Citocromo c oxidase, CÜX), 
153T, 187-188, 584, 832T, 841-845, 842F,85l- 
852, 851F, 852F 

Complexo V (ATP sintase transladadora de 
prótons), ver FlFO-ATPase 
Complexo aberto, 1267-1268 
Complexo APS/Cbl, 738 
Complexo ativado, 484-485 
Complexo central TME, 446-447, 447, 447 F 
Complexo CF1CF0, 926 
Complexo eis -SN ARE, 444-445 
Complexo da a-cetoglutarato-desidrogenase, 
799 

Complexo de alongamento RNAP II, 1279F 
Complexo de evolução do oxigênio (OEC), 
916 

Complexo de iniciação 48S, 1379 
Complexo de junção de éxons (EJC), 1326-1327 
Complexo de liberação de oxigênio, 916 
Complexo de Michaelis, 488 
Complexo de molibdopterina (Mo-pt), 1132 
Complexo de pré-iniciação (PIC), 1376-1377 
Complexo de pré-iniciação de 43S, 1376-1377 
Complexo de pré-iniciação de 48S, 1379 
Complexo de reconhecimento da origem. Ver 
ORC 

Complexo de silenciamento induzido por 
RNA (RISC), 1324 

Complexo de sinalização indutor de morte. 
Ver DISC 

Complexo de transferência de carga, 803-804, 
804F 

Complexo enzima-substrato, 47ÜF, 488 
Complexo indutor de silenciamento do RNA 
(RISC), 1324 

Complexo MCM, 1205, 1206 
Complexo Michaelis, 488 
Complexo molibdopterina, 1132 
Complexo Mrell, 1224 


Complexo multienzimático da piruvato desi- 
drogenase (PDC), 792-800, 1111 
coenzimas e grupos prostéticos, 795T 
reações do, 794F 
regulação, 804-805, 805F 
Complexo nuclear TOM, 446-447, 447, 447F 
Complexo pré -rep li cativo (Pre-RC), 1205- 
1207, 1206F 

Complexo promotor de anaphase (APC), 
1414-1415 

Complexo SAM, 448-449 
Complexo Sec62/Sec63, 428, 430 
Complexo SERCA, 762-764, 762F, 763F 
Complexo sináptico, 1237 
Complexo TOB, 448, 449 
Complexo TOM, 446-447 
Complexo TOM nuclear, 446-447, 447, 447F 
Complexo írans-SNARE, 442-443 
Complexos coletores de luz (LHCs), 906-909, 
908F 

Complexos fechados, 1268 
Complexos Fe-porfirina, 328, 328F 
Complexos multienzimáticos, 792, 794 
Complexos SCF, 1412 
Composição elementar, humanos, 29T 
Composto-molde (descobrimento de fárma- 
cos), 538-539 

Compostos de alta energia, 580-581. Ver tam- 
bém compostos específicos. 

Compostos de chumbo (descoberta de 
medicamentos), 538-539 
Compostos orgânicos, síntese de, 32F 
Concanavalina A, 229-230, 231F, 246F, 249F, 
365-366 

Concanavalina B, 153T 
Concatenação, 1163, 1163F 
Concentração 
energia livre 58, 61 

Concentração micelar crítica (eme), 394-395 
Condensação aldólica, 568 
Condensação de ésteres de Claisen, 568 
Condições de anelamento, 93 
Condições permissivas, 27 
Condições restritivas, 27 
Condroitina-4-sulfato, 371F, 372 
Condroitina-6-sulfato, 371F, 372 
Condução saltatória, 777 
Conectores de sequência marcados (STCs), 
180-181 

Conexina 26 (Cx26), 416, 41 7F 
Conexinas, 415-416 
Conexons, 415-416 
Configuração a 

de nucleotídeos, 82-83 
Configuração p 
nucleotídeos, 82-83 
Configuração aberta: 
da Rep helicase, 1186 
de Klentaql, 1179-1180, 1179F 
Configuração aberta X, 1227F 
Configuração absoluta, 74-75 
Configuração aleatória em mola, 90, 155, 
229 - 230, 232 

Configuração cis, 28, 388-389 
Configuração em alça, 229 - 230, 232 
Configuração em cadeia de açúcar-fosfato, 
1152-1154, 1152F, 1153F 
Configuração empilhada-X, 1227F 
Configuração oscilante, 222, 223F 
Configuração Syn, 1152F 
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Configuração trans, mutações gênicas, 28 
Conformação aberta: 
helicase Rep, 1186 
Klentaql, 1179-1180, 1179F 
Conformação alternada, 222, 223F 
Conformação anti, 1152F 
Conformação de espiral aleatória, 90, 155, 
229-230, 232 

Conformação de meia-cadeira, 519-52ÜF, 1153 
Conformação em alça, 229-230, 232 
Conformação em barco, 363, 363F 
Conformação em cadeira, 363, 363F, 519-520F 
Conformação em eclipse, 222, 223F 
Conformação em enrolamento aleatório, 90, 
155, 229-230, 232 

Conformação em espiral, 229-230, 232 
Conformação em X aberta, 1227F 
Conformação em X empilhada, 1227F 
Conformação endo, 1153, 1153F 
Conformação exo, 1153, 1153F 
Conformação fechada: 
helicase Rep, 1186 
Klentaql, 1179-1180, 1179F 
Conformação syn, 1152F 
Conformações da cadeia de açúcar-fosfato, 
1152-1154, 1152F, 1153F 
Conjugação, 1225 
Conjugados de taurina, 993, 993F 
Conjuntos supramoleculares, 14-15, 16F 
Consórcio Internacional de Sequendamento 
do Genoma Humano, 180-182 
Constante catalítica, 490 
Constante de Adair, 349 
Constante de Boltzmann (&B), 53T, 55, 485- 
486 

Constante de dissociação (KJ: 
ácidos polipróticos, 49-50 
força do ácido, 45-47, 46T 
pH, 47 

Constante de Hilí, 327 

Constante de Michaelis (K M ), 489 

Constante de Planck, 903 

Constante de velocidade, 483 

Constante dielétrica, 42-43, 43T 

Constante dos gases, 53T 

Constantes de dissociação aparente, 348 

Constantes de dissociação intrínseca, 348 

Constantes de dissociação macroscópica, 348 

Constantes de dissociação microscópica, 348 

Constantes de equilíbrio, 45-47, 58-59, 58T 

Constantes de ionização, 47, 49-50, 497, 502-503 

Constantes de ionização microscópica, 49, 50 

Constantes de ionização molecular, 49-50 

Constrição ar/R, 756 

Contador de cintilação, 149 

Contagem de cintilação líquida, 571-572 

Contagem Geiger, 571-572 

Contagem por cintilação líquida, 571-572 

Contagem proporcional, 571-572 

Contagem radioativa, 149 

Conteúdo energético dos dos alimentos, 941T 

Contigs, 180 

Controle aloslérico: 

atividade ATCase, 476-479 
fluxo metabólico, 620, 624 
glico gênio fosforilase e glicogênio sintase, 
647-650 

gliconeogênese, 878-879, 879F, 879T 
hemoglobina, 347-354 
Controle do apetite, 1098, 1099, 110ÜF 


Controle do ciclo menstrual, 683-684 
Controle estereoeletrônico, 514 
Controle estringente, 107-108, 1301 
Controle genético 
e fluxo metabólico, 624 
Controle metabólico, 619-621 
Controle pelo aceptor, 862 
Controle relaxado, 107-108, 1301 
Convenção de Fischer, 75-76 
Convenção de setas em curva, 564 
Conversão de B-DNA para Z-DNA, 1149F 
Conversão interna, 904 
Cooper, J., 1048 
Cooperman, B., 1122 
Copia, 1246 

Coproporfiiino gênio 1, 1056 

Coproporfirinogênio-oxidase, 448, 1053 

CoQ, ver Coenzima Q 

Coração, 625T, 816, 817, 1093 

Corantes SYPRO, 149 

Cordicepina, 1270 

Corey, R., 221, 229 

Cori, C, 595, 651, 880 

Cori, G„ 595, 651, 880 

Córnea 

fibrilas do colágeno em, 240T 
Cornish-Bowden A., 623 
Corpo lúteo, 683 

Corpos cetônicos, 959-962, 973, 1095, 1101 
Corpos de inclusão, 117, 117F 
Corpos P, 1325 
Corpúsculos de Heinz, 342 
Correção, 1201 
cadeia de DNA, 1177 
de proteínas sintetizadas, 1390-1391 
de tRNA, 1355-1358 
Correção de erros: 
na replicação do DNA, 103-105 
na replicação do RNA, 1281, 1281F 
Corrente não conjugada, 587 
Correpressor, 1297 
Corrina, 954 

Cortes de fita simples, 1230, 1235F 
Cortes de fita única, 1230, 1235F 
Córtex, 679 
Corticosterona, 680 
Cortisol, 680 

COSY (Espectroscopia de correlação), 243 

Coulomb (unidade), 53T 

Cox, M. M., 1234 

COX, ver Complexo IV 

COX-1, 998-1000 

COX-2, 998-1000 

COX-3, 1000 

Coxibs, 999-1000 

Cozimase, 594 

CP-320473, 982 

CPDs (dímeros de pirimidina ciclobutano), 
1214-1215 

CPE (elemento de poliadenilação citoplasmá- 
tico), 1402 

CPEB (proteína de ligação ao CPE), 1402, 
14Ü2F 

cPLA 2 (fosfolipase A2 citosólica), 726-727 
CpnlO, 294 
Cpn60, 294 

CPS (carbamoil fosfato sintetase), 1025-1028 
CPS I (carbamoil fosfato sintetase I), 1116 
CPS II (carbamoil fosfato sintetase II), 
1115F-1116 


CPSF (fator de especificidade de clivagem e 
poliadenilação), 1302-1303 
Craik, C, 530 
Cramer, W„ 920 

c-Ras, proto-oncogene, 704-705, 708-709 
Cravatt, B., 404 

CRE (elemento de resposta a AMPc), 879 
Creatina, 1092 

Creatina-cinase, 505, 570, 571F, 583 
CREB, ver proteína de ligação à CRE 
Crescimento celular, 1202, 1211 
Cretinismo, 677 

CRF, ver Fator liberador de corticotrofina 
Crick, F., 88, 95, 236, 1146, 1173, 1260, 1340, 
1341, 1345, 1360 

Cristais de proteínas, 122-123, 134F 
y-B Cristalina, 252, 253F 
Cristalização de proteínas, 134-135, 241-243 
Cristalografia por raios X: 
de complexos enzima-substrato, 470 
e a dupla-hélice do DNA, 88, 88F 
e RM, 244 

estudos de dinâmica proteica, 306 
interpretação, 241-245 
Cristas, 824, 825F 

Critérios de máxima parsimônia (MP) para 
construção de árvores, 205-206 
Critérios de máxima verossimilhança (ML) 
para construção de árvores, 205-206 
Critérios MP (máxima parsimônia) de cons- 
trução de árvores, 205-206 
CrkII, 737F 
Crocodilos 

utilização de oxigênio sanguíneo, 357 
Crofts, A., 840 
Cromátides, 20-21, 24, 24F 
Cromatina, 7F, 8 
Cromato, 1075, 1076F, 1077F 
Cromatóforos, 902 

Cromatografia bidimensional em papel, 144- 
145, 145F 

Cromatografia de adsorção, 132T, 135, 143- 
144 

Cromatografia de afinidade, 132T 
mRNA, 158 

proteínas, 118-119, 141-143, 141-142F 
quelação metálica, 145 
troca iônica, 135-136 

Cromatografia de afinidade por quelação de 
metal, 145 

Cromatografia de camada fina (TLC), 145 
Cromatografia de duas dimensões em papel, 
144-145, 145F 

Cromatografia de exclusão por tamanho, 138 
Cromatografia de fase reversa (RPC), 132T, 
145, 171-172 

Cromatografia de gel filtração, 138-142, 139F, 
157, 169 

Cromatografia de hidroxiapatita, 144, 157 
Cromatografia de imunoafinidade, 143 
Cromatografia de interação hidrofóbica 
(HIC), 132T, 145 

Cromatografia de peneira molecular, 138 
Cromatografia de troca iônica, 132T, 135 - 138 , 
135-136F, 157 

Cromatografia em camada delgada (TLC), 145 
Cromatografia em hidroxiapatita, 144, 157 
Cromatografia em papel, 132T, 144-145, 144F 
Cromatografia em peneira molecular, 138 
Cromatografia gasosa-líquida (CGL), 365-366 
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Cromatografia líquida de alta resolução, ver 
HPLC 

Cromatografia por exclusão de tamanho, 138 
Cr omato grama, 144 
Cromóforo, 402, 908 
Cromossomo Filadélfia, 718 
Cromossomo X, 22-23 
Cromossomo Y, 23 
Cromossomos, 4, 19-21, 19F 
artificiais bacterianos, ver BACs 
artificial de levedura, ver YACs 
capeamento dos telômeros, 1210 
de procariotos, 4 
múltiplas forquilhas, 1195, 1195F 
na meiose, 21F 
na mitose, 20-21F 
número em eucariotos, 19T 
recombinação de, ver Recombinaçâo 
replicação de, ver Replicação do DNA 
sexuais, 22-23 

Cromossomos artificiais bacterianos (BACs), 
108-110, 113, 114, 180-181 
Cromossomos artificiais de levedura, ver YAC 
Cromossomos multifurcados, 1195, 1195F 
Cromossomos sexuais, 22-23 
Crotoxina, 15 3T 

CRP (proteína receptora de AMPc), 1286 
CRT, ver Calreticulina 
Cruzamentos genéticos, 20-21, 21F 
CS (síndrome de Cockayne), 1218 
CsA, ver Ciplosporina A 
CstF (fator de estímulo da clivagem), 1302- 
1303 

CTAB (brometo de cetiltrimetilamonio), 

399F 

CTD (domínio C- terminal), 1277, 1286-1288 
CTD (domínio C-terminal) cinases, 1277 
CTD (domínio C-terminal) fosfatases, 1277 
C-terminal, 73 

no sequenciamento de protemas, 165-168 
síntese de proteínas, 1371-1373 
CTP (trifosfato de citidina), 475F 
na inibição por retroalimentação da ATCa- 
se, 475 

na transcrição, 96, 1265 
síntese, 1118-1119 
CTP-sintetase, 1118 
Cud chewing, 366-369 
Cull, 1412, 1413-1414F 
Culturas de tecidos, 575 
Cumadina, 543-544F 
Cumarina, 1167 
Cupins, 369 
Curare, 781 
Curie (Ci), 591 
Curry S., 944 
Curva de desnaturação: 

DNA, 93, 93F 
proteínas, 264-266F 
Curvas de titulação, 47 - 48 , 47F, 48F 
de proteínas e polipeptídeos, 72, 72F, 73F 
Curvaturas |3, 230, 232, 233F 
Curvaturas |3 do Tipo 1, 230, 232, 233F 
Curvaturas (3 do Tipo II, 230, 232, 233F 
Cusack, S., 1381 
Cx26, ver Conexina 
Cyglar, M., 886 
Cys, ver Cisteína 
CysRS, em archeabactéria, 1359 
Cys-tRNA Cyl , 1359 


D 

D, ver di-hidrouridina 
d- p -Hidr oxib utir ato, 959 
D-P-Hidroxibutirato-desidrogenase, 960 
D-Ácido láctico, 365 
DAG, ver Diacilglicerol 
D AH P (2-ce to -3 -des oxiar abinoep tulosona- 
to -7- fosfato), 1075, 1076F 
DAI (inibidor ativado por RNA de fita du- 
pla), 1400 
Dailey, H., 1055 
Dalgamo, L., 1373-1374 
D-Alose, 360F 
D-íí/o-Treonina, 76, 76F 
Daltonismo, vermelho-verde, 523 
Daltons (unidade), 5 
D- Altrose, 360F 
D-aminoácido oxidase, 1025 
D-aminoácidos, 73-75, 78-79 
Dam-metiltransferase (Dam MTase), 1195- 
1196, 1220, 1247 
Danio rerio, 176-177T 
Dano por reperfusão, 325 
Dano químico 

suscetibilidade do DNA, 121 4F 
Dansilaminoetiltiogalactosídeo, 770 
Dansil-polipeptídeo, 165-166F 
D-Arabinose, 360F 
Damell, J., 718 
Darst, S., 1268 
Darwin C, 19, 28-29, 799 
Davies, D., 1076 
Davis, R., 109-110 
Dayhoff, M„ 198 
Dbf4, 1206 
Dbp5, 1327 

DC, ver Dicroismo circular 

DCCD (D idcloexilcar bodi-imid a) , 207-209 

D-Cistina, 76, 76F 

Dem metiltransferase (Dem MTase), 1247 
DCMU (3-(3,4-diclorofenil)-l, 1-dimetiíu- 
réia), 915 

DDBJ (DNA Data Bank ofJapan), 194-1 95T 
ddC (2',3'-didesoxicitidina), 1208 
ddCTP (2 ' ,3 ' -didesoxicitidina) , 1178-1180 
ddl (2',3'-didesoxi-inosina), 1208 
DDk (cinase dependente de Dbf4), 1206 
ddNTP (2',3'-didesoxinucleosídeo trifosfato), 
117 

de Duve, C, 9 
de Lange, T., 1213 
de Saussure, T., 901 
de Vos, A., 684 
DE m 538-539 
Deadenilases, 1327 
DEAE-celulose, 136-137, 141-142 
5-DeazafLavina, 1215 
Débito de oxigênio, 880 
Decaimento, de DNA, 116-117 
Decaimento radioativo, 571-572 
De codificação, 1379 
Decorina, 373T 
Dedo de RING, 1410 
Dedo de zinco, 1402 
Defeitos do tubo neural, 1034-1035 
Deficiência da glicogênio sintase hepática, 668 
Deficiência da mioadenilato-desaminase, 1132 
Deficiência de fosforil ase- cinase ligada ao X, 
667 


Deficiência na (3-1,4-glicosidase, 666 
Deformilase, 1373-1374 
Defosfo-CoA cinase, 1138, 1139F 
Defosfo-CoApirofosforilase, 1138, 1139F 
Degeneração, do código genético, 99, 1338, 
1341, 1343-1344, 1360-1361 
Degradação de Edman, 165, 167F, 171, 171- 
174 

Degradação de glicogênio, 638-644 

enzima desramificadora de glicogênio, 370, 
639, 642-643, 667 
fosfoglicomutase, 639, 642 
glicogênio-fosforilase, 639-641 
outras rotas, 1089 

Degradação de proteínas, 1408 - 1411 . Ver 
também Poliubiquitina; Ubiquitina 
Degradação por quebras, DN A, 95 
Deinococcus radiodurans , 1259 
Deiodinases dos hormônios da tireoide, 1361 
Deisenhofer, J., 294, 403, 453, 840, 910 
DeLucia, P., 1181 
Dematina, 412 

Densidade da super-hélice, 1162 
Densidade de empacotamento, 247 
Densidade eletrônica, 241 
Densidade óptica, lei de Beer-Lambert, 90 
Dentes, 235 

5'-Desoxiadenosilcobalamina (AdoCbl), 954- 
955, 954F 

Dependência da trajetória, 53 
Depsipeptídeo cíclico, 748 
Depsipeptídeos, 1272 
D-Eritrose, 360F 
ü-Eritrulose, 361F 
Deriva neural, 187-192 
Dermatan sulfato, 371F, 372 
Dermatosparaxia, 1404 
Derrame, 865 

Desamido NAD* (nicotinato adenina dinucle- 
otídeo), 1138 

Desaminação de aminoácidos, 1019-1020 
de bases, 1322-1323, 1339-1340, 1339F 
oxidative, 1023-1025 
transaminação, 1020-1023 
Desaminação oxidativa, 1023 - 1025 , 1340F 
Dessaturases terminais, 970-971 
Descarboxilase de aminoácidos aromáticos, 
1060 

Descoberta de fármacos, 538-539, 541 
Desenho de substâncias, 538-539 
baseado na estrutura, 541 
citocromos P450, 543-546 
farmacologia, 542-546 
protease do HIV e seus inibidores, 545-551 
técnicas para o descobrimento, 538-541 
Desenho negativo, de proteínas, 305-306 
Desenvolvimento embrionário, 14F 
Desidrogenase alcoólica de leveduras 
(YADH), 618, 619 
especificidade geométrica, 472-473 
estereospecificidade, 470-473 
massa molecular, 140F 
Desidrogenase do monóxido de carbono, 954 
Desidrogenase dos a-cetoácidos de cadeia 
ramificada, 1039 
Desidrogenases, 318, 498 
Desidrogenases de 2-cetoácido, 799 
Desidrogenases dependentes de NADH, 
472-473 

Deslocamento de NIH, 1044-1045 
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Desnaturação: de D NA, 90-93, 90, 92F 
Desnaturação de proteínas, 57, 221, 262-263, 

264-267 

Desnitrificaçâo, 1083 

Desordem de imunodeficiência severa combi- 
nada (SCID), 122-124, 1132 
Desordem e entropia, 54-57 
Desoxi açúcares, 365 
Desoxicitidina-desaminase, 1124 
Desoxicolato de sódio, 399F 
Desoxi-D-ribose, 1 8 
2'-desoxi-i>ribose, 82-83 
Desoxieritronolida B-sintase, 968 
DesoxiHb, ver Hemoglobina desoxigenada 
DesoxiHbS, ver Hemoglobina S desoxigenada 
Desoxinucleosídeos trifosfatados. Ver dNTPs 
Desoxinucleotídeos, 82-83 
Desoxinucleotidil-terminal-transferase, 1 09- 
110, 109-110F 
2-Desóxi-PIP2, 728 

Desoxirribonucleotídeos, 82-83, 82F, 1119- 
1130. Ver também nucleotídeos específicos. 
2'-Desoxirribose, 119-126 
Desoxirribossomos, 1308 
2-Desoximbose, 1119-1126 
Desoxitimidina, 82-83T, 1 135-1 136F 
Desoxitimidina monofosfaío (dTMP), 82-83T, 
1127-1128 

Dessaturases, 969-971 

Dessaturases de acil-CoA graxa, 970-971, 971F 
Dessaturases terminais, 970-971 
Dessensibilização, 697 
Dessorção e ionização a laser auxiliada por 
matriz (MALDI), 171-173 
Desvio Hexose monofosfato (HMP), 892. Ver 
também Via das pentoses fosfato. 
Detergentes, 262-266, 399F 
Determinantes de grupos sanguíneos ABO, 

22, 414-416 

Deutério, ver Troca de hidrogênio 

Dextrinas, 370 

Dextrinas limite, 385 

D-Galactosamina, 365 

u-Galactose, 110-111, 360F, 361, 391-392F 

D-glicer aldeído, 75, 75F, 360F, 361 

D-glicona-lactona, 364F 

D-glicosamina, 365 

D-glicose, 359-362, 362F, 391-392F 

D-Glicurono-8-lactona, 364F 

D-Gulose, 360F 

D HA (4, 7, 10, 13, 16, 19 - Ácido docosa- 
-hexenoico), 387T, 971 
DHAP, ver Di-hidroxiacetona fosfato 
Dhe-Paganon, S., 1250 
DHF, ver Di-hidrofolato 
DHFR, ver Di-hidrofolato redutase 
DHODH, ver di-hidro-orotato desidrogenase 
Diabetes dependente de insulina, 1102, 1400 
Diabetes desencadeada na idade adulta, 1102- 
1103 

Diabetes iniciada na maturidade, 309-31 1, 
1102-1103 

Diabetes insípido, 743 
Diabetes insulino-dependente,1102, 1400 
Diabetes juvenil, 309-311, 1102 
Diabetes melito, 309-311, 1102-1104, 1409. Ver 
também Insulina 

Diabetes não dependente de insulina (NI- 
DDM), 309-311, 1102-1104, 1103F 
Diabetes senil, 309-311, 1102-1103 


Diabetes tipo 1, 309-311, 1102, 1400 
Diabetes tipo 2, 309-311, 1102-1103 
Diacilglicerofosfolipídeos, 1004-1005, 1005F 
Diacilglicerol (DAG), 661, 994 
Diacilglicerol-aciltransferase, 971 
Diadlglicerol-lipase, 994 
Diagrama coordenado de reação, 484 - 486 , 
484-485F 

Diagrama de Ramachandran, 223-226, 224F, 
229 

Diagrama do estado de transição, 484-486, 
484-485F, 487F 

Diálise, 117, 132T, 141-142, 141-142F 
Diastase, 469 
Diastereoisômeros, 75-76 
Diatomáceas, 13F 
Diazotrófos, 1080 
Dicer (RNase), 1324 
Dicetopiperazina, 24 3F 
D icicloexilcarbodiimida (DCCD), 207-209 
Dickens, F., 892 
Dickerson, R., 89, 529, 1148 
Dicroismo circlar (DC), 284-285, 285F 
Didanosina, 1208 

2 ' ,3 ' -didesidro-3 ' -desoxitimidina, 1208 
2 ' ,3 ' -didesoxicitidina (ddC), 1208 
2 '-3 '-didesoxiCTP (ddCTP), 1178-1180 
2',3'-didesoxi-inosina (ddl), 1208 

2.3- Didesoxinucleosídeo trifosfato (ddNTP), 
176-177 

D-Idose, 360F 

2.4- Dienoil-CoA-redutase, 952 
Dietiléter, 43T, 144, 398 
Dietilpirocarbonato, 312-314, 313-314F 
Diferenciação pró-quiral, 47 1F 
Difluoreto de polivinilidina, ver PVDF 
Difosfatidilglicerol, 389-390T 
Difosfato de adenosina, ver ADP 
2,3-Difosfoglicerato, 329 

Difteria, 1397-1398 
Difusão em saltos, 411-412, 411-412F 
Difusão facilitada, 420, 750-752 
Difusão lateral, 396 
Difusão transversal, 396 
Digalactosil diacilglicerol, 902 
Digitalis, 538-539, 761-762, 761F 
Digitoxina, 761-762 

1, 25(OH)2D (la, 25-Di-hidroxicolecalcife- 
rol), 678 

Di-hidroceramida, 1009 
Di-hidroceramida-redutase, 1009 
Di-hidroesfingosina, 391F, 1009 
Di-hidrofolato (DHF), 445, 492, 1062, 1127 
D i-hidrof o la to -red utase (DHFR), 300, 445, 
492, 1044, 1062, 1129-1130 
Di-hidrolipoamida, no delo do ácido cítrico, 

794- 795, 795F 

Di-hidrolipoamida desidrogenase, 796 
Di-hidrolipoil-desidrogenase, 792, 801-804, 
801-814, 802F, 804F 

Di-hidrolipoil-transacetilase (E2), 792, 793F, 

795- 797, 796F, 797F 

Di-hidrolipoil-transuccinilase (E2o), 810 
Di-hidro-orotato, 1115F, 1116 
Di-hidro-orotato-desidrogenase (DHODH), 
1115F, 1116 

Di-hidropteridina-redutase, 1044 
Di-hidrouracila, 1 135-1 136F 
Di-hidrouracila-desidrogenase, 1 135-1136F 
Di-hidrouridina (D), 1346, 1347F 


Di-hidroxiacetona, 361, 361F 
Di-hidroxiacetona-fosfato (DHAP), 596F, 
600-603, 929, 944F 

Di - hidr oxiace tona- fosfato -aciltransf er as e , 
971 

Di-hidroxitimina, 1 135-1 136F 
Di-himina, 1082 

Di-hisopropilfosfofluoridato (DIPF), 526- 
527 

Dill K., 262-263, 281, 287 
Dímero “abraçado”, 1050 
Dímero de albumina sérica, 140F 
Dímero de ciclobutiltimina, 1214-1215, 121 4F 
Dímero de timina, 1214-1215, 1214F 
Dímeros, 267-268 

Dímeros de pirimidina, 1214-1215, 1214F 
Dímeros de pirimidina ciclobutano (CPDs), 
1214-1215 

Dímeros de pirimidinas, 1214-1215, 1214F 
Dimetilalil-pirofosfato, 976-977 
5,6-Dimetilbenzimidazol (DMB), 954 
2G (A2,Aí2-Dimetilguanosina), 1347F 
Dimetiloxaloacetato, 511 
Dimetilsuberimidato, 270-271, 270-271F 
Dimetilsulfato (D MS), 1267 
Dimetilsulf óxido, ver DMSO 
Dinâmica de proteínas, 306-310 
Dinâmica proteica, 306-309-310 
Dinamina, 436 
Dinamite, 743 
Dineína, 440 

2.4- Dinitrofenol, 860 

2.4- Dinitrofluorotolueno base, 1177 
Dinoflagelados, 13F 

Dintzis, H., 1370 
Dioldesidrase, 1018 
Dióxido de carbono: 

na fotossíntese, 901, 903, 935-937 
no ciclo de Calvin, 927, 931 
ponto de compensação em plantas, 935- 
936 

transporte por hemoglobina, 328-329 
Dipeptídeos, 70, 70F 
Dipirrometano, 1053 
Diplococcus pneumoniae, 85 
Diretório da Ciência da Vida, 193-195 
Dispositivo de interrupção de fluxo, 284-285, 
284-285F 
Dissacarídeos, 367 
Distância de Fõrster, 286 
Distância de van der Waals, 40-41, 224F 
Distância evolutiva, 188-189 
Distrofia miotônica (DM), 1252 
Distrofia muscular, 1252 
Distrofia oculocerebrorenal, 735 
Distrofina, 1305 
Divisão celular: 
meiose, 21F 
mitose, 20-21F 
na mitose, 1202 
Dixon J., 736 
DL3, 714 
DL m 538-539 
D-Lixose, 36ÜF 

DM (distrofia miotônica), 1252 

D-manose, 360F, 361 

DMB (5,6-dimetilbenzimidazol), 954 

DMF (N, A-dimetilformamida), 134, 262-263 

DMS (dimetilsulfato), 1267 

DMSO (dimetil sulfóxido), 43T, 134, 262-263 
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DNA (ácido desoxírríbonucleico), 3, 18, 1145, 
Ver também tópicos relacionados, por exem- 
plo: Reparo de DNA 
A-DNA, 1146F, 1147F, 11484149, 1148T, 
1151 

B-DNA, 11454148 
clonagem, ver Clonagem molecular 
coeficientes de sedimentação, 154F 
como o portador da informação genética, 
85-88 

decomposição, 116-117 

desnaturação e renaturação, 90-93, 92F, 93F 

difração por raio X, 88F 

e o dogma central da biologia molecular, 

95, 1260 
estrutura, 18F 

estrutura da dupla hélice, 1145-1148 
estrutura química, 84-85 
fracionamento, 156-159 
lixo, 1317 

mutacionos, ver Mutação 
no núcleo, 8, 9 

pareamento de bases complementares, 18 
razão de atrito, 155 
replicação, 18F, 90, 101-105, 102403F 
replicação semiconservativa, 1173-1174 
replicação semidescontínua, 1175-1176, 
1175F 

supertorcido, 1158-1170 
tamanho do, 94-95 
transcrição, 95-98 

Z-DNA, 1146F, 1147F, 1148T, 1149-1151 
DNA complementar, ver cDNA 
DNA Data Bank ofJapan (DDBJ), 194495T 
DN A de fita dupla, 18F 

da replicação semiconservativa, 90 
detecção por eletroforese, 158, 158F 
Klentaql, 1180 
replicação, 102-104, 1174 
DNA de fita simples, ver ssDN A 
DNA de fita única, ver ssDNA 
DNA girase, 1166-1169, 1174-1175, 1190, 1195 
DNA glicosilases, 1218 
DNA-ligase IV, 1224 
DNA lixo, 1317 

DNA metiltransferase, 104-106 
DNA mitocondrial, ver mtDNA 
DNA não expresso, 1304-1305, 1316-1317 
DNA parental, 13734374F 
DNA polimerase da família A, 1202, 1205 
DNA polimerase da família B, 1202 
DNA polimerase da família C, 1202 
DNA polimerase da família D, 1202 
DNA polimerase da fa m ília X, 1202 
DNA polimerase da família Y, 1202 
DNA polimerase direcionada por RNA, 95F, 
116, 1207-1208. Ver também Transcriptase 
reversa 

DNA-polimerase T7, 178-179 
DNA-polimerase V (Pol V), 1182, 1222 
DNA- recombinante , 104-105, 109-111F, 621. 
Ver também Clonagem molecular 
DNA superenrolado, 1158-1170, 1160F, 1270- 
1271 

medidas de superenrolamento, 1160-1162 
topoisomerases, 1162-1170 
topologia da superhélice, 1158-1160 
DNA superespiralizado, 1158-1170, 1160F, 
1270-1271 

medidas da superespiralização, 1160-1162 


topoisomerases, 1162-1170 
topologia da superhélice, 1158-1160 
DNA-fotoliases, 1214-1215, 1215F 
DNA-invertase Hin, 1242-1243 
DnaJ, 293 
DnaK, 293 

DNA-ligase, 103-104, 103-104F, 1176 

função durante o reparo de malpareamen- 
tos, 1220 

na replicação do DNA, 1187-1188, 1188F, 
1189F 

DNA-polimerase a. Ver pol ct 
DNA-polimerase (3. Ver pol j3 
DNA-polimerase 8. Ver Pol 8 
DNA-polimerase e. Ver Pol e 
DNA-polimerase y. Ver Pol y 
DNA-polimerase t|. Ver Pol t) 
DNA-polimerase Ver Pol X 
DNA-polimerase k. Ver Pol k 
DNA-polimerase I (Pol I), 103-104, 103404F, 
1176-1181 

como polimerase da família A, 1202 
na correção de erro, 103-105 
na manipulação gênica, 109-110 
na mutagênese sítio-dirigida, 119-120 
na replicação do bacteriófago M13, 1190F 
na replicação do bacteriófago <f>X174, 1191 
reparo na recombinação, 1234 
T. thermophilus, 1179F 
taxa de erro, 1220 

uso no sequenciamento de ácidos nucleicos, 
176-179 

DNA-polimerase II (Pol II), 1181, 1181T 
como polimerase da família B, 1202 
função de reparo SOS, 1222 
DNA-polimerase III (Pol III), 103-104, 1182- 
1183 

como polimerase da família C,1202 
correção de erro, 103-105 
função de reparo de mal-pareamento, 
1202 

DNA-polimerase IV (Pol IV), 1182, 1222 
DNA-polimerases, 101-104, 102-103F, 1173- 
1174, 1174F 

agentes intercalantes inibem a, 1272 
de contorno, 1222 
dirigida por RNA, 95F, 116 
e replicação semidescontínua, 1175-1176 
e TERT, 1210 

eucariótico, 1202-1205, 1203T 
fidelidade da replicação, 1200-1201, 1201F 
mecanismo de nucleotidil-transferase, 
1180F 

PCR, 114-115 
propensas a erro, 1222 
propriedades de algumas de origem animal, 
1203T 

DNA-polimerases de desvio, 1222 
DNA-polimerases guiadas por DNA, ver 
DNA-polimerases 

DNA-polimerases propensas a erro, 1222 

DNAs replicados, 1174F 

DNase 1, 1181 

DNase I pancreática, 1160 

DNase pancreática, 157 

DNA-topoisomerases, 1176 

DNMT1, 1250 

DNMT3a, 1250 

DNMT3b, 1250 

DNP (2,4-dinitr of enol) , 860 


dNTP (desoxinucleosídeos trifosfatados): 
e fidelidade de replicação, 1200-1201 
método de terminação de cadeia, 176-179 
na replicação do DNA, 101, 1170, 1174F 
Doador de elétrons, 584 
Doadores universais (de sangue), 466 
Dobra de imunoglobulina, 251-252, 251-25 2F 
Dobra de Rossman, 256 
Dobra toprim, 1189 
Dobramento da globina, 251-252 
Dobramento das imunoglobulinas, 251-252, 
251-252F 

Dobramento de Rossman, 256 
Dobramento ligador de dinucleotídeo, 256 
Dobramentos, 249F, 250-252 
Dobramentos, cadeia de açúcar-fosfato, 1152- 
1153, 1153F 

Dobramentos OB, 1213 
Dobras (3 tipo 1, 230, 232, 233F 
Dobras (3 tipo II, 230, 232, 233F 
Dobras OB, 1213 
Dodecil Sulfato de sódio, ver SDS 
Dodson, E., 1216 
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Exonuclease VII, 1220 
Exonuclease Xml, 1327 
Exonuclease Xm2, 1304 
Exopeptidases, 165-166, 168T 
Exossomos, 1327, 1327F 
Expansões de repetições de trinucleotídeos, 
1251-1252 

Experimento de Hershey-Chase, 86-87F 
Experimento PaJaMo, 1236F, 1262-1263 
Experimento de pulso-caça, 1175 
Experimentos de ligação em trincas, 1342 
Experimentos Miller-Urey, 32T 
Expressão coordenada de enzimas, 1264 
Expressão gênica, 25-26, 95-105, 95F 

eucariótica, ver Expressão gênica eucarió- 
tica 

procariótica, ver Expressão gênica proca- 
riótica 

replicação do DNA, 101-105 
RN Ai, 1325-1326 
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tradução, 101 
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alcoólica, 593-594, 616-619 
energética, 619 
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934F 
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Fetulina, 140F 
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FG AM, ver Formilglicinamidina ribotídeo 

FGAM-sintetase, 1109F, 1110 

FGAR, ver Formilglicinamida ribotídeo 
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massa molecular, 140F 
ponto isoelélrico da proteína humana, 134T 
razão de atrito, 155 
solubilidade, 133F, 134 
Fibrinopeptídeos, 189-190, 190-1 91F 
Fibroblasto, 9F, 454F, 1211-1212 
Fibromodulina, 373 T 
Fibronectina, 684 

Fibrose cística, 122-124, 427-428, 430 
Ficobiliproteínas, 909 
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Ficocianobilina, 909 
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R-Ficoeritrina, 140F 
Ficoeritrobilina, 909 
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armazenamento de glicogênio, 638-639, 
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ciclo do ácido cítrico no, 816, 817 
e biossíntese de colesterol, 987 
e outros órgãos, 1091F, 1093-1094 
glicocinase no, 597 
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Figuras estéreas, 271, 27 1F 
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Fita-molde, 96, 102-103F 
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Fita-molde, 96, 102-103F 
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Fita-senso, 203-204, 1266, 1267F 
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Fixação de nitrogênio, 5-6, 1078-1083 

FK506, 292-293 

FKBP12, proteína associada a rapamidna, 737F 
Flagelados, 7F 

Flagelina, 10, 1242-1243, 1388 
Flagelo, 4, 4F, 10 

FLAP, ver Proteína ativadora de 5-lipoxige- 
nase 

F/ap-endonuclease-1 (FEN-1), 1207 
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(FADH), 565F 
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mente reduzida, ver FADH2 
Flavina adenina dinucleotídeo, ver FAD 
Flavina mononucleotídeo, forma radicalar, ver 
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Flavina mononucleotídeo, forma reduzida, ver 
FMNH2 

Flavina mononucleotídeo, ver FMN 
Flavobactérias, 7F 
Flavocinase, 1139F 
Flavodoxina, 135F 
Flavoproteína, 801 

Flavoproteína transportadora de elétrons, 948 
Flavoproteína-desidrogenase, 828, 828F 
Fleming, A, 376 
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Flipases, 420 
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5-Fluorodesoxiuridina, 1129 
Fluoróforo, 396 
5-Ftuorouracila, 1129 
Flurbiprofeno, 998 
Flutuações atômicas, 307-309 
Fluxo, 589, 593, 619, 745 
Fluxo metabólico, 620, 624 
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fMet-tRNA f Mc \ 1373-1374, 1376 
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reduzida), 836F 
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Fodor, S., 212-213 
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Foldons, 289, 289F 
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232F 
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Forças de dispersão de London, 260-261, 26 1F 

Forças de van der Waals, 260-261 

Forças eletrostáticas 
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Forma R (sistema RS), 76-77 
Forma S (sistema RS), 76-77 
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Formação de vesículas, 428 , 430-440 
Formadores de canal (ionóforos), 748 
Formaldeído, 505 
Formamida, 43T 

5- Formaminoimid azol-4- carboxamida r ibotí- 
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Fosfãgenos, 583 
Fosfatase, 140F 

Fosfatase do ácido fosfatídico, 971 
5-Fosfatase II, 735 

Fosfatases de Inositol polifosfato 3, 736 
Fosfatidilcolina, 389-390T, 398T 
Fosfatidiletanolamida:serina-transferase, 1004 
Fosfatidiletanolamina (PE), 389-390T, 398T, 
418-419 

Fosfatidilglicerol, 389-390T, 398T, 1004, 1006F 
Fosfatidilglicerol fosfato, 1005 
Fosfatidilinositol (Ptdlns), 389-390T, 398T, 
732, 1004-1006, 1006F 

Fosfatidilinositol, 891F, 389-390T, 398T, 732, 
1004- 1006, 1006F 

Fosfaüdilinositol-4,5-bisfosfato (PtdIns-4,5- 
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Fosfatidilserina, 389-390T, 398T, 1004, 1005F 
Fosfato, 578-579 
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redutase, 1072 
Fosfoarginina, 580 
Fosfocolina, 1004 

Fosfocreatina, 570-571, 580, 583, 1092 
(2',5')-Fosfodiesterase, 1400 
Fosfodiesterase de veneno de cobra, 174-176 
Fosfodiesterase do baço, 174-176 
Fosfodiesterases, 174-176, 653, 688-689 
Fosf o e nolpiruvato (PEP), 581F, 596F, 612, 

872 

Fosfoenolpiruvato carboxicinase, 571. Ver 
PEP carboxicinase 
Fosfoetanolamina, 1004 
Fosfofrutocinase (PFK), 667 
controle alostérico, 479 
e integração das rotas, 1088 
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Fosfolipase C-0 (PLC-p), 689-692 
Fosfolipase C-y, 706 

Fosfolipase pancreática A2, 942-943, 942F, 
943F 

Fosfolipases, 408, 410 
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Fosfopantotenoilcisteína-descarboxilase, 

1138, 1139F 
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1139F 
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Fosforilaçâo no nível do substrato, 582 
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absorção de luz, 903-909 
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fotofosforilação, 925-926 
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reações da fase escura, 902, 926-937 
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Fototrofos, 559 
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Frutose-l,6-bisfosfatase (FBPase), 582, 630, 
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Frutose-l,6-difosfato (FDP), 600 
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Frutose-l-fosfato-aldolase, 630 
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e eritrose-4- fosfato, 636 
na glicólise, 596F, 598-600 
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811-812F 

Fumarato, 493, 947 

degradação de fenilanina e tirosineto, 1042- 
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G APDH, ver Gliceraldeído-3-fosfato desidro- 
genase 

GAPs, 704-711 

GAR (Glicinamida ribotídeo), 1109F 
Garavito, M., 997 
Garrod, A., 25, 26 
G AR-sintetase, 1109F, 1110 
GAR-transformilase, 1109F, 1110 
Gassman, P., 536 
Gastrina, 673T, 675 
Gástrula, 1250 
Gay-Lussac, J., 469 
GC (guanilato ciclase), 687 
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na cromatografia de gel filtração, 139, 140T, 
141-142 

na cromatografia de troca iônica, 136-137 
no gel de eletroforese, 147-149 
Géis de dextrana, 139, 140T, 141-142 
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Gene d (mosca-da-fruta), 25F 

Gene dam, 1247 

Gene dem, 1247 

Gene dinB, 1222 

Gene dnaA, 1195-1196 

Gene dnaB, 1182T 

Gene dnaG, 1176 

Gene dnaN, 1182T 

Gene dnaQ, 1182T 

Gene dnaX, 1182T 

Gene dp (mosca-da-fruta), 25F 

Gene fljA, 1242-1243 

Gene fljB, 1242-1243 

Gene fljC, 1242-1243 

Gene FMR1, 1251, 1252 

Gene Hl, 1242-1243 

Gene H2, 1242-1243 

Gene HD, 1252 

Gene hin, 1242-1243 

Gene holA, 1182T 

Gene holB, 1182T 

Gene holC, 1182T 

Gene holD, 1182T 

Gene holE, 1182T 

Gene l, 1262 

Gene lacl , 107-108F, 621, 1264 

Gene lacZ, 107-108F, 120-121, 1294 

gene lacZ' , 107-108F, 110-112 

Gene let-7, 1326 

Gene lexA, 1221 

Gene tin-4, 1326 

Gene loxP , 1244 

Gene 0, 1264 

Gene O + , 1264 

Gene per, 120-121F 

Gene polC, 1182T 

Gene pr (mosca-das-frutas), 25, 25F 

Gene recA, 1221 

Gene recB , 1230 

Gene recC , 1230 

Gene recD, 1230 

Gene relA, 1301 

Gene rhl, 1242-1243 

Gene RPE65, 123-124 

Gene seqA, 1195-1196 

Genesxl (sex-lethal) (Drosophila metanogas- 
ter), 1318 

Gene T7 4 helicase/primase, 1184, 1184F, 1188 
Gene tnpA, 1237 
Gene tnpR, 1237 

Gene tra-2 (transformer-2) (Drosophila mela- 
nogaster), 1318 
Gene tus, 1199 
Gene umuC, 1222 
Gene umuD, 1222 


Gene URE2 (levedura), 315-316 
Gene uvrA, 1217 
Gene uvrB, 1217 
Gene uvrC, 1217 
Gene vg (mosca-da-fruta), 25F 
Gene wh (mosca-da-fruta), 24, 25, 25F 
Gene Y*’ 1261-1262, 1264 
Gene Z T 1261-1262, 1264 
Genes, 21-22. Ver também Cromossomos; 
DNA 

auto-splicing, 1306-1308 
conjugação bacteriana, 1262-1264 
duplicação, 192-194, 317-318 
entrega por lipossomas, 396 
experimentos com a mosca-da-fruta, 22-25 
hipótese do tetranucleotídeo, 85 
ligado ao sexo, 24 
manipulação, 109-112 
máxima um gene-uma enzima, 26 
repórter, 120-122, 120-121F 
síntese química, 118-119 
Genes auto-splicing , 1306-1308 
Genes constitutivos, 1282 
Genes de limpeza, 1282 
Genes estruturais, 117, 203-204, 1262 
Genes intermediários, 1284-1285 
Genes late, 1284-1285 
Genes ligados, 24 
Genes ligados ao sexo, 24 
Genes middle, 1284-1285 
Genes precoces, 1284-1285 
Genes repórter, 120-122, 120-121F, 571 
Genes tardios, 1284-1285 
Genes unidos, 24 

Genética, 19-28. Ver também tópicos específicos. 
bacteriana, 26 
cromossomos, 19-21 
herança Mendeliana, 20-22 
reversa, 185-186 

teoria cromossômica da herança, 22-26 
virai, 26, 28 

Genoma, 8-9, 94, 1173. Ver também Genoma 
humano. 

Genoma diploide, 182 
Genoma humano, 174-176, 176-177T, 1402 
Genomas haploides, 182 
Genome anatyser, 184-185 
GenomeNet, 194-195T 
Genomes OnLine Database (GOLD), 194- 
195T 

Genótipos, 21, 22F 
Genótipos heterozigotos, 21-22, 22F 
Genótipos homozigotos, 21-22 
Geometria de Hoogsteen, 1154 
George III, Rei da Inglaterra, 1056 
Ger anil- gerânio 1, 903 
Geranil-pirofosfato, 977-979 
Gerhart, J., 475 
Gerlt, J., 536 

GFP (proteína fluorescente verde), 120-122, 
120-122F 
GGAs, 436 

GH, ver Hormônio do crescimento 
Giardia intestinalis, 1324, 1324F 
Gibbs, J. W., 57 
Gierasch, L,, 294 
Gigantismo, 685 
Gilbert, W., 1284-1285 
Gilman, A., 689-690 
Gimnospermas, 13F 
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GIP, ver GAP contendo inositol fosfatase; 
Peptídeo gástrico inibitório; Proteína de 
importação geral. 

Girase, 1166. Ver também DNA-girase 
Girase reversa, 1163 
Girvin, M., 853 
GK, ver Glicocinase 

GKRP (proteína regulatória de glicocinase), 
662 

GLA, ver Ácido linoleico 
Glândula exócrina, 675 
Glândulas endócrinas, 671, 672F 
Glândulas parácrinas, 671 
Glândulas suprarrenais, 672F 
GLC (cromatografia gasosa-líquida), 365-366 
GlcNAC, ver N AG 
Glicanas, 365-366 
Gliceraldeído, 75, 75F 
Gliceraldeído cinase, 630 
GliceraIdeído-3-fosfato, 636 
diagrama topológico, 254F 
do ciclo de Calvin, 927-929, 931 
na glicólise, 595, 596F, 600-603 
na via de Entner-Doudoroff, 637F 
Glicer aldeído-3 - fosf at o - d esidrogenas e : 
domínios, 248, 249F 
massa molecular, 140F 
meia-vida, 1408T 
membrana do eritrócito, 412 
na glicólise, 596F, 607-608, 607F, 608F 
Glicerato, 935 

Glicerofosfolipídeos, 389-390, 389-390F, 394- 
395, 1004-1008 
Gliceroglicolipídeos, 1004 
Glicerol, 364, 388-389, 389-390T 
Glicer o 1- 3 -f o sfato , 580, 828, 828F 
Glicer o 1-3 -f o sfato-aciltransf eras e , 971 
Glicerol- 3-fosfato-desidrogenase, 828, 828F, 944 
Glicerol-cinase, 630, 766, 944 
Glicerolipídeos, 1004F 
Gliceroneogênese, 971, 973, 1093 
Glicidol fosfato, 604 
Glicina: 

aminoácido não essencial, 1065T 

atividade óptica, 74 

biossíntese, 1071-1072 

códigos genéticos para, ÍOOT, 1343T 

como mensageiro químico, 78-80 

conjugados, de, 993, 993F 

curva de titulação, 72, 72F 

degradação, 1030-1034 

estrutura e propriedades gerais, 68T 

impedimento estérico, 224-225, 224F, 225F 

influências eletrostáticas, 72 

meia- vida, 1413-1414T 

na biossíntese do heme, 1048 

nas proteínas nativas desdobradas, 283 

nos experimentos de Miller-Urey, 32T 

ponto isoelétrico, 72 

tendência a formar hélice a/folha (3, 302T, 
304 

Glicinamida ribotídeo, 1109F 
Glicina-sintase, 1031-1033 
Glicocãlice, 381, 414-415, 414-415F 
Glicocerebrosídeos, 391, 1010 
Glicocinase (GK), 597, 662-664 
Glicoconjugados, 359 
Glicocorticoides, 673T, 680, 991, 1090 
Glicoesfingolipídeos, 391, 1004 
Glicoforina A, 400-401, 401F, 413F 


Glicoformas, 380 
Glicogenina, 380, 645-646, 646F 
Glicogênio, 359, 370, 370F, 638 
ácidos graxos, versus, 638 
fabricação da partícula, 646-647 
Glicogênio-fosforilase, 370, 639-641 
cascata bicíclica, 651-660 
controle alostérico, 479, 647-650 
deficiência, 667 
modificação covalente, 1405 
Glicogênio-sintase, 644, 645, 647-650 
Glicogênio-sintase-cinase 3, 660 
Glicolato, 935 
Glicolato-fosfatase, 935 
Glicolato-oxidase, 935 
Glicolipídeos, 359, 381, 398T, 40ÜF 
Glicólise, 569, 593-634. Ver também Cadeia de 
transporte de elétrons; Fermentação 
aeróbia, 838 
aldolase, 596F, 600-603 
anaeróbia, 614-619, 864 
cadeia de transporte de elétrons, 824F 
e citrato, 863-864 
e outras vias, 1088 
ef et ores de enzimas, 625T 
enolase, 596F, 612-613 
fermentação, 614-619 
fosfofrutocinase, 596F, 600, 625- 627, 626F, 
630 

íosfoglicerato-cinase, 596F, 608-610 
fosfoglicerato-mutase, 596F, 609-612 
fosfoglicose-isomerase, 596F, 598-600 
gliceraldeído-3-fosfato-desidrogenase, 

596F, 607-608 
gliconeo gênese, 878F 
hexocinase, 596F, 597-598 
oxidação de ácidos graxos, 864 
para a rápida produção de ATP, 619 
piruvato- cinase, 596F, 613-614 
proteína-cinase dependente de AMP, 1096 
reação líquida, 594F, 595 
regulação metabólica e controle, 619-630 
regulação no músculo, 624-630 
triose-fosfato-isomerase, 596F, 603-606 
utilização da frutose, 630-631 
utilização da galactose, 630-633, 632F 
utilização da manose, 630, 633, 633, 63 3F 
variações de energia livre, 625T 
visão geral, 595-596, 596F 
Glicomas, 382-383 
Glicômica, 382-383, 578-579 
Glicona, 365-366 

Gliconeogênese, 562, 571, 871-880 
ciclo de Cori, 880 
ciclo do ácido cítrico, 818 
e glicólise, 595, 878F 
e jejum, 1101 
e outras vias, 1088-1089 
e proteína-cinase dependente de AMP, 1096 
estimulação pela FBPase-1, 664 
regulação, 878-879 
via da gliconeogênese, 872-878 
Glicopiranose, 361 
[3 -d-G licopiranos e , 362F, 363F 
Glicoproteína de superfície variante (VSG), 
892 

Glicoproteína P, 766-767 
Glicoproteínas, 359, 373 
biossíntese, 880-892 
carboidratos, 380-381 


estrutura e função, 379-382 
formação, 101 
glicômica, 382-383 

na parede celular de bactérias, 375-379 
proteoglicanos, 373-375 
Glicoproteínas AMigadas, 882-889 
Glicoproteínas O -ligadas, 890-892 
Glicosaminoglicanos, 370-372 
Glicose, 565F. Ver também Glicose sanguínea; 
Cadeia de transporte de elétrons 
coeficientes de permeabilidade da membra- 
na, 747T 

e diabetes não dependente de isulina, 1103F 
e E. coli , 1285-1286, 1286F 
mutarrotaçâo, 507-508 
na via Entner-Doudoroff, 63 6, 637F 
oxidação completa, 823 
transporte no sangue, 973 
ot-D-Glicose, 363F, 507 
Glicose plasmática, 1103F 
Glicose sanguínea, 638, 661-664, 1094 
Glicose-l,6-bifosfato (G1,6P), 642 
Glicose-l-fosfato (GIP), 370, 631, 639, 932 
Glicose-6-fosfatase (G6Pase), 661, 666, 877, 
1088-1089 

Glicose-6-fosf a to (G6P), 565F, 638-639 
como composto rico em energia, 580 
na glicólise, 596F, 597-598 
na via de Entner-Doudoroff, 637F 
no metabolismo, 1089, 1094 
Glicose-6-fosfato-desidrogenase (G6PD), 894, 
894F, 897-898 

Glicose-6-fosfato-isomerase, 598 
a-Glicosidase, 370 
Glicosidase II, 886 
Glicosidases, 364 

a-Glicosidases mantenedoras da configura- 
ção, 524 

Glicosídeos, 363 

Glicosídeos cardíacos, 761-762, 761F 
Glicosilação, 101 
Glicosilceramidas, 1009-1010 
Glicosilfosfatidilinositol (GPI), 407-408, 408F, 
890-892, 891F 

Glicosiltransferases, 881, 1010 
Glifosato, 1075 
Glioxilato, 935 
Glioxissomo, 10, 880 
Glivec, 719-720 
Gin, ver Glutamina 
GlnRS, 1352-1354, 1353F, 1355F 
Gln-tRNA Gin , 1357-1359, 1359F 
Globinas, 192-194, 192-193F, 324 
Globosídeos, 1008, 1010-1011, 1011F 
y-Globulinas, 134T, 140F 
Glóbulo de Molten, 287 
Glóbulos fundidos, 287 
Glu, ver Ácido glutâmico 
Glu 1 Fibrinopeptídeo B, 175F 
Glu-AdT, ver Glu-tRNA Gln -amidotransfe- 
rase 

Glucagon, 140F, 660, 673T, 973 
Glucanas, 365-366 
GluProRS, 1351 
GLUT1, 751 
GLUT12, 751 
GLUT2, 662, 751 
GLUT3, 751 
GLUT4, 661, 737F, 751 
GLUT5, 751 
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Glutamaío, 71. Ver também Ácido glutâmico 
aminoácido não essencial, 1065T 
biossíntese, 1065-1071 
degradação, 1034 
e fixação de nitrogênio, 1080 
Glutamaío desidrogenase (GDH), 153T, 818, 
1020, 1023-1033, 1Q24F 
Glutamaío monossódico (MSG), 1064 
Glutamato-5-fosfato, 107OF, 1071 
Glutamato-5-semialdeído, 1034, 1070F, 1071 
Glutamato-aspartato aminotransferase, 1022 
Glutamato-monossódico (GMS), 1064 
Glutamato-sintase, 934, 1065-1068 
y - Glutamil-ciclo tr ansferase, 1061 
■y-Glutamíl-cinase, 1070F, 1071 
•y-Glutamilcisteína-sintetase, 1061 
•y-Glutamilfosfato, 1068 
y-Glutamiltransferase, 1001 
■y-Glutamil-transpeptidase, 1061 
Glutamina: 

aminoácido não essencial, 1065T 
biossíntese, 1067-1073 
código genético, 100T, 1343T 
degradação, 1034 

e cadeias laterais, 71, 208-209F, 263-265T 
e proteínas nativas desdobradas, 283 
estrutura e propriedades gerais, 69T, 71F 
grupo amino, 208-209F 
inserida por supressores sem sentido de E. 
coli, 1362T 

meia- vida, 1413-1414T 
nas proteínas globulares, 246-247 
propensão a formar hélice a/folha |3, 302T 
Glutamina PRPP aminotransferase, 1108, 

1111 

G lutamina-amidotransferase, 1 025-1027 , 
1066-1068, 1078 

Glutaminase, 1023, 1025-1027, 1034 
Glutamina-sintetase, 269-270F, 591, 1023, 
1029, 1068-1071 

Glutaraldeído, 270-271, 270-271F 
Glutarredoxina, 1124 
Glutationa dissulfeto, 803 
Glutationa-peroxidase, 866, 897, 1003, 1060F 
Glutationa-redutase, 801, 803, 106ÜF 
Glutationa-S-transferase, ver GST 
Glutationa (GSH), 544-546, 544-545F, 803, 
1060-1062 

Glu-tRNA ü!n , 1357-1358 
G lu- tRN A Ull -amidotr ansferase (Glu-AdT), 
1357-1358, 1359F 
Glu-tRNA ü!u , 1357-1358 
Glx, 68T, 73. Ver também Ácido glutâmico; 
Glutamina 
Gly, ver Glicina 

GM-CSF, ver Fator estimulador de colônia de 
granulócit o -macr óf ago 

GMP (guanosina-monofosfato), 82-83T, 1111- 
1113, 1112F, 1130F 
GMPc, 687 

GMPc-fosfodiesterase (GMPc-PDE), 691-692 
GMPPNP (guanosina-5-[|3,y-imido] trifosfa- 
to), 710-711 
GMP-sintase, 1112F 
GMRa, 717-718 

GnRF, ver Fator liberador de gonadotroíina 
GOLD ( Genomes OnLine Database), 194- 
195T 

Gold, L., 213-214 
Goldberg, J., 434, 438, 1223 


Goldsmith, E., 713 
Goldstein, J., 452, 453, 987 
Golgi C., 9 
Gônadas, 680, 681 

Gonadotrofina coriônica, 132, 673T, 684 
Gonadotrofinas, 683 
Goodman, M., 1222 
Google Scholar, 35 
Gordura marrom, 860 

Gorduras, 940. Ver também Tecido adiposo; 
Triacilgliceróis 
Gorduras neurais, 388-389 
Gorter, E., 395 
Gota, 1134-1135, 1142 
Gouaux, E., 417 
Gourse, R., 1266 

GPCRs, ver Receptores acoplados a proteína G 
GPI, ver Glicosilfosfatidilinositol 
GR, ver Glutationa redutase 
Gradiente de eluição, 136-137 
Gradiente de eluição linear, 136-137 
Gradientes de concentração linear, 136-137F 
Gradientes de densidade, 155 
Gradientes de pH imobilizados, 151 
Gráfico de Hill, 327-328, 327F 
Gráfico de Líneweaver-Burk, 490 , 49QF, 
494F-496F, 499F, 500F 
Gráfico de pontos, 196 
Gráfico de Scatchard, 674 
Gráfico de van’t Hoff, 59 
Gráfico diagonal, 196 
Gráfico duplo- recíproco, 490, 490F, 
494F-496F, 499F, 500F 
Gram C., 6 

Gramicidina A, 78-79, 748, 787 
Grampo |3,PoI III, 1182-1183, 1183F 
Grampo deslizante, Pol III, 1182-1183, 1183F, 
1195-1198 
Grana , 902 

Grande antígeno T, SV4Ü, 1211 
Grande caloria (Cal), 53, 53T 
Grandezas extensivas, 61 
Grandezas intensivas, 61 
Granulócitos, 381 

GRASP (Análise e representação gráfica das 
propriedades da superfície), 259-260 
Gray, H., 841 
Grb2, 708, 709 

GRE (elementos de resposta a glicocorticoi- 
des), 879 
GreA, 1281 
GreB, 1281, 1282 
Greenberg, G. R., 1108 
Greider, C, 1210 
Greíina, 1099 
Grendel, F., 395 

GRF, ver Fator liberador do hormônio de 
crescimento; Fator liberador de nucleotídeo 
de guanina 
Griffith, F. 86 
Griffith, J., 1213 
Grindley, N., 1240 

gRNA (RN A- guia), 1321, 1321F, 1324 
Gronenbom A., 643, 656 
Grunberg-Manago, M., 1341 
Grupamento de proteção dimetoxitritila 
(DMTr), 21 0F, 211-213 
Grupamento tert-butiloxicarbonil, 206-209 
Grupo 9-fluorenilmetoxicarbonil (Fmoc), 
207-208 


Grupo cís-peptídeo, 222F 
Grupo de complementação, 27 
Grupo de complementação rlIA, 28 
Grupo de complementação rlIB, 28 
Grupo externo, 204-205 
Grupo famesil, 406, 838 
Grupo fosforil-potenciais de transferência, 
578-579 

Grupo fosforil-reações de transferência, 565, 
565F, 578-579 
Grupo glutamil, 73T 
Grupo guanidina, 580 
Grupo heme, 324-325, 574, 574F 
biossíntese, 1047-1058 
degradação, 1056 
Grupo lisü, 73T 
Grupo peptídeo, 221-225 
Grupo prostético, 473 
Grupo íram-peptídico, 202-203F 
Grupos amina, 43F 

Grupos antigênicos, na parede celular bacte- 
riana, 378-379 

Grupos axiais, em açúcares, 363 
Grupos carboxila, 43F 
Grupos cetônicos 
ligação de hidrogênio, 43F 
Grupos equatoriais, nos açúcares, 363 
Grupos espaçadores, 142 
Grupos externos, 204-205 
Grupos fosfodiéster, 84 
Grupos fosforila, 578-579 
Grupos funcionais: 
e ligações de hidrogênio, 43F 
no sistema Cahn-Ingold-Prelog, 76 
valores de pk, 72 
Grupos geranilgeranil, 406 
Grupos hidroxila, 43F 
Grupos isoprenoides, 406 
Grupos R, aminoácidos, 70 
Grupos sanguíneos, 22, 414-416 
Grupos terminais, aminoácidos, 165-168 
GSH, ver Glutationa 
GSH-sintetase, 1061 
GSK3 (glicogênio-sintase-cinase 3), 660 
GSLs, ver Glicoesfingolipídeos 
GSSG (glutationa dissulfeto), 803 
GST (glutationa-S-tr ansferase), 142, 1001, 
106GF 

GT (UDP-glicose:glicoproteína glicosilírans- 
ferase), 886 

GTP (trifosfato de guanosina): 
e EF-Tu, 1380-1381 
gliconeogênese, 877-878 
hidrólise de, 1394-1395 
na formação de vesículas, 436, 437 
na fusão de vesículas, 441 
na rota secretória, 420, 423-424 
na transcrição, 96, 1265 
no ciclo do ácido cítrico, 789, 790F, 791 
GTPase: 

fusão de vesículas, 441 
na formação de vesículas, 434-437 
na rota secretória, 423 
GTPyS, 436F, 691-692 
Gua, ver Guanina 
Guanilato-ciclase (GC), 687 
Guanina, 82-83, 82-83T. Ver também Par de 
bases de Watson-Crick, 
e código genético, 100T, 1343T 
e pontos de mutações, 1339-1340 


1456 índice 


espectros de IV, 1155F 
formas tautoméricas, 88F 
no catabolismo de purina, 1130F 
nucleosídeos modificados, 1373-1374F 
Guanina-7-metiltransferase, 1302 
Guanina-desaminase, no catabolismo de 
purina, 1130F 
Guanosina, 82-83T, 1130F 
Guanosina difosfato, ver GDP 
Guanosina monofosfato, ver GMP 
Guanosina trifosfato, ver GTP 
Guillemin R., 683 
GW1516, 1104 
GyrA, 1166-1169 
GyrB, 1166-1168, 1168F 

H 

H, ver entalpia 
Hl, 1242-1243 

H + -ATPase üpo F, 852, 854F 
H2, 1242-1243 

H 2 PO” 4j ver íon hidrogênio -fosfato 

H-P0 4 (ácido fosfórico), 49F 

Haber, F., 1083 

Hadju, J., 534 

Haeckel E., 12 

HaelI, 105-106T 

HaelII, 105-106T, 109-110 

Haemophilus influenzae , 174-176, 176-177T 

Haldane J. B. S., 32, 488 

Hales S., 901 

Haloarcula marismortui, 1365, 1368 

Halobactérias, 6, 398T, 402 

Halóftlas, 7F 

Hamm, H„ 691-692 

Hanson, R., 571, 879 

Haplótipo,106-107 

Harden, A., 594 

Harrison, S., 424, 431, 433, 716, 725, 1288 
Hartl, U., 300 
Hartley, B., 525 
Hasemann C., 663 

Haste aceptora do aminoácido, tRNA, 1346 

Haste-alça do anticódon (ASL), 1394, 1394F 

Hatch M., 936 

Haworth, N., 365-366 

Hb, ver Hemoglobina 

Hb Bibba, 342 

Hb Boston, 342, 343F 

Hb Bristol, 342 

Hb Cowtown, 358 

Hb Hammersmith, 342 

Hb Harlem, 344 

Hb Hyde Park, 358 

Hb Kansas, 343 

Hb KorleBu, 344-345 

Hb Memphis, 345, 358 

Hb Milwaukee, 342, 343F 

Hb Philly, 342 

Hb Rainer, 357 

Hb Riverdale-Bronx, 358 

Hb Savannah, 342 

Hb Yakima, 343 

HbA, ver Hemoglobina A 

HbE, 342 

HbM, 342 

HbM Iwate, 342 

HbS, ver Hemoglobina S 

HCR (repressor controlado pelo heme), 1399 


HD (doença de Huntington), 1252 
HDL (lipoproteína de alta densidade), 449, 
449T, 451, 456, 458-459 
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estrutura terciária, 245-246 
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Modificadores semelhantes à ubiquitina 
(Ubls), 1421-1422 
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Motivo da hélice alada, 1259 
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dinâmica, 1251-1252 
e evolução, 18-19, 185-186 
e vírus, 27, 27F 

na replicação do DNA, 102-103 
natureza aleatória das, 194-195 
pontuais, 191-192, 1339-1340 
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Mutações de inserção/deleção (indets), 196, 
1340 
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biossíntese, 1137F, 1138 
domínios, 248 
e a DNA ligase, 1187 
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na glicólise, 585, 594F 
nas reações de oxidação-redução, 565 
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Nitrogênio, 31, 1340 

Nitroglicerina, 686 
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Nódulos de Ranvier, 777 
NOESY ver Efeito nuclear Overhauser de 
espectroscopia (NOESY) 

NOHA, ver A“-lúdroxil-L-argmina 
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papel na regulação do metabolismo do 
glicogênio, 660 
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Nova variante da doença de Creutzfeldt- 
-Jakob (nvCJD), 315-316 
Novobiocina, 1167, 1169, 1170, 1175 
NPCs (complexos de poros nucleares), 1327 
NPY (neuropeptídeo Y), 1099 
N-Ras, 709 

NRTKs (cinases não receptoras de tirosina), 
715 

NSAIDs ver Medicamentos anti-inílamatóríos 
não esteroidais 
nSecl, 433F, 442-444 
nt (nucleotídeos), 1175 
Ntn (família, ver terminal- A nucleófilo 
NTPase, 1275-1276 
NTPs, ver Nucleosídeos trifosfatos 
Nucleação, 346, 347F 
Nuclease estafilocódca, 143F 
Nucleases, 101 

Núcleo, 3, 8 - 9 , Ver também Replicaçâo do 
DNA 

célula animal, 7F 
célula vegetal, 11F 
funções metabólicas, 562T 
transporte de mRNA a partir do, 1326-1327 
Núcleo da Pol III, 1182, 1198, 1222 
Núcleo enzimãtico da RN AP, 1265, 1267, 1269 
Nucleófilos, 563, 563F, 564 
Nucleoídeo, 4, 4F 
Nucléolo, 7F, 9, 11F, 1328-1329 
Nucleoplasmina, 293 
Nucleoporinas, 1327 

Núcleos, na teoria da paisagem do dobramen- 
to das proteínas, 287-289, 288F 
Nucleosidases, 1130 

Nucleosídeo difosfato (NDP), 582, 1125 
Nucleosídeo difosfato cinases, 582, 644, 1113 
Nucleosídeo fosforilases, 1130 
Nucleosídeo monofosfato cinases, 1113 
Nucleosídeo trifosfatos (NTPs), 95-96, 582 
Nucleosídeo trifosfatos, 82 
Nucleosídeo-5 '-fosfato, 82-83 
Nucleosídeos, 82 - 83 , 82-83T 
Nucleossomos, 291-293 
Nucleotidase, 1130F, 1135-1136F 


5'-NucIeotídeo, 82-83 
Nucleotídeos, 14-15, 18, 82-83 
como unidades, 1175 
definição, 82 
degradação, 1130-1136 
nomes, estruturas e abreviações, 82-83T 
Nucleotídeos de piridina, 47 1F 
Numeração estereoespecífica, 389-390F 
Número de ligação, 1158, 1162 
Número de reposição, 490 
Número de Writhing, da superhéüce, 1159- 
1160, 1159F 

nvCJD (nova variante da doença de Creut- 
zfeldt-Jakob), 315-316 
Nyborg, J., 1380, 1381, 1388 

O 

CTDonnell, M., 1182, 1195-1197, 1222 

Obesidade, 629, 862, 1093, 1096-1099, 1104 

Ochoa, S., 791, 1341, 1342 

OCRL, 735 

Qctanoil-CoA,948 

ODCase ver Descarboxilase OMP 

OEC (complexo de evolução de oxigênio), 916 

OGDH (2-Oxoglutarato desidrogenase), 799 

Ogston, A., 814 

Okazaki, R., 1175 

Oleato, 44F 

Óleos, 387, 392-395, 394-395F 
Olhos de replicaçâo, 1173-1174, 1173F, 1176F 
(2', 5')-OHgoadenilato sintetase (2,5A sinta- 
se), 1400 

Oligômeros, 267-268, 270-271, 271F 
Oligomicina B, 870 

Oligonucleotídeos, 209, 211-215, 1402-1403 
Oligonucleotídeos adaptadores, 1 10-11 1F 
Oligonucleotídeos fosforotíoato, 1402 
Oligopeptídeos, 70 
Oligossacarídeos, 359 
biossíntese, 880-892 
nas membranas plasmáticas, 400F 
A-ligados e O-ligados, 374F, 379-380, 379F 
síntese de, 382-383 
Oligossacarídeos híbridos, 888 
Oligossacarídeas A-ligados, 374F, 379-380, 
379F, 881,888F 

Síntese de glicoproteínas a partir de, 882- 
889 

Oligossacarídeos O-ligados, 374F, 379 - 381 , 
380F, 881 

síntese de glicoproteínas a partir de, 890- 
892 

Oligossacariltransferase, ver OST 
Omeprazol, 765 

OMP descarboxilase (ODCase), 1115F, 1116- 
1117 

Omp85, 449 

OmpF porina, 403-404, 405F 
Oncogenes, 704-711 

Ontogenia, filogenia e, 12, oócitos, mascara- 
mento de mRNA e, 1401 
Oparin, A., 32 

Operador constitutivo, mutação, 1264 
Operadores, 97 

Operadores tac , 1284-1285, 1285F, 1294 

Óperon, 1262 

Óperon i/v, 1299, 1299T 

Óperon lac , 97, 97F, 1261-1262, 1294 
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Óperon leu, 1299T 
Óperon pheA, 1299T 
Óperon thr, 1299T 

Óperon trp, 1296-1299, 1297F-1299F, 1299T 
Opsina, 689, 694 

ORC (complexo de reconhecimento de ori- 
gem), 1205-1207 
Orcl, 1205 
Orc2, 1205 
Orc3, 1205 
Orc4, 1205 
Orc5, 1205 
Orc6, 1205 

Ordem, probabilidade de, 55F 
Ordem de reação, 483 
ORFs, ver Fases de leitura aberta 
Organelas, 16F, 562T 
Organismo hospedeiro, 104-105 
Organismo ureotélico,1025 
Organismo uricotélico, 1025 
Organismos, 16F, 191-192. Ver também orga- 
nismos específicos 

Organismos multicelulares, 12, 34, 1202. Ver 
também organismos específicos 
Organismos transgênicos, 86, 86F, 121-123, 
570-572 

Órgãos, 16F, 1090-1095. Ver também órgãos 
específicos 

Origem de replicação, 106-107, 1174, 1205- 
1206 

Ornitkorhyncus anatinus, 176-177T 
Omitina, 80, 80F, 571F, 1027-1028, 1071 
Omitina descarboxilase, 1408T 
Omitina transcarbamoilase, 1027-1028 
Omitina-7- aminotr anferas e , 1070F, 1071 
Orotato, 1115F, 1116 

Orotato fosforribosiltransferase, 1115F, 1116 
Orotidina-5 '-monofosfato (OMP), 1115F, 
1116-1117 

Ortofosfato (Pi), 578-579 
OSCP (proteína conferidora de sensibilidade 
à oligomicina, 855, 870 
OST (oligosacariltransferase), 885-886, 885F 
Osteoartrite, 240 
Osteoblastos, 539-540, 677-678 
Osteócitos, 12F 
Osteoclastoma, 539-540 
Osteoclastos, 539-540, 677-678 
Osteogênese imperfeita (doença dos ossos 
frágeis), 240 
Osteoglicina, 373T 
Osteomalãcia, 677-678 
Osteoporose, 539-540, 678-679, 1400 
Ouabaína, 761-762, 761F 
Ovalbumina, 134T, 140F, 1304, 1304F, 1305F 
Ovários, 672F 
Ovelhas 

paraplexia enzoótica dos, 312-316 
Ovomucoide, 140F 
Oxal, 448 
Oxalacetato, 947 
no ciclo do ácido cítrico, 791, 814 
síntese de, 872F, 1034, 1067-1068F 
Oxalosuccinato, 789, 809 
Oxidação, 583 

|3-Oxidação, ácidos graxos, 945, 947-950, 958 
p -oxidação peroxissomal, ácidos graxos, 958 
Oxidantes, 584 

2,3-Óxido esqualeno,982, 983f 
Óxido esqualeno ciclase, 983F, 984F 


2.3- Óxido esqualeno ciclase, 982, 983 
Óxido nítrico (NO), 324 

detoxificação pela mioglobina, 324 
papéis hormonais, 685-688 
se ligando ao grupo heme, 324 
Óxido nítrico sintase, 685-687 

2.3- Oxidoesqualeno, 982, 983F 

2.3- Oxidoesqualeno ciclase, 982, 983 
Oxidorredutases, 479T 
Oxigênio 

adaptação da vida ao, 34 
produção de, 914-920, 934-937 
redução parcial do, 865 
transporte de, 56, 323-234, 329 
Gxiluciferina, 183-184 
Oxitocina, 205-206, 673T, 683 
2-Oxoglutarato desidrogenase (OGDH), 799 
5-Oxoprolina, 1062 
5-Oxoprolinase, 1061 
oxyHb, ver Hemoglobina oxigenada 
oxyMb (mioglobina oxigenada), 325 
Oxytricha nova, 1212, 1212F 
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P pili, 382 

plOl, subunidade PI3K, 733 
pl50, subunidade PI3K, 733 
p51, 1208-1209, 1209F 
p53, 1211, 1414-1415 
p66, 1208-1209, 1209F 
P68Ü, 916-917 
P700, 922-923 
p85, subunidade PI3K, 732 
P870, 909 
P960, 912 

PA (antígeno protetor), antraz, 715 

PA26, 1418-1419, 1418F 

PA28, 1418 

PA700, 1414-1415 

Páãbo, S., 116 

PAB II (proteína de ligação II poli(A)), 1303 
PABP (proteína de ligação poli(A), 1303, 1304F 
Pace, N., 1331-1332 
Pacific Biosciences, 184-185 
PAF (fator de ativação de plaquetas), 1008 
PAGE (eletroforese em gel de poliacrilami- 
da), 147-148. Ver também SDS-PAGE 
PAH (fenilalanina hidroxilase), 1042-1043 
Pai, E., 1133 

PALA (N- (fosf 0 nacetil)-L- a spar tato) , 476- 
477 

Palade, G., 9, 1362 
Palíndromos, 105-107 
Palmitato, 44F 

Palmitoil tioesterase (TE), 965 
Palmitoil-ACP, 965 
1 -Palmitoleoil-2,3-dioleoil-glicerol, 940 
1 -Palmitoleoil-2-linoleoil- 3 -e stear oil-glicer 0 1, 
388-389 

PAM (motor associado à translocase de pré- 
- sequência), 447 
Paml6, 447 
Paml7, 447 
PamlS, 447 

Pan troglodytes, 176-177T 
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Pandit, Jayvardhan, 982 
Pangenes, 19 
Pangênese, 19 
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Pantotenato cinase, 1138, 1139F 
PAP (poli(A) polimerase),1302, 1303F 
Papilomavírus humano (HPV), 1414-1415 
PAPS (3 '-fosfoadenosina-5'-fosfosulfato), 
1010, 1072 
Par especial 

na fotossíntese, 910-912, 913F 
Par estéreo, 271 
Par iônico, 259-261, 260-261F 
Parabiose, 1096-1099 
Paradoxo de Levinthal, 284-285 
Paraplexia enzoótica dos ovinos, 312-316, 
313-314F 
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Paratireoide, 672F 
Pardee, A., 475, 1262 

Pareamento oscilante, 1360-1361, 1360F, 1360T 
Parent DNA, 1174F 

Pares de bases de Watson-Crick, 89-90, 89F, 
104-105, 1145-1146, 1154-1156 
complementariedade eletrônica, 1155-1156 
complementariedade geométrica, 1154-1155 
e DNA polimerase 1, 1178-1180 
e Pol 1, 1178-1180 
Pares de quilobases (kb), 95 
Parker, M., 718 
Pamas, J., 595 
Parodi, A., 883 

Paromomicina, 1395T, 1396F, 1397, 1397F 
Partícula de reconhecimento de peptídeos 
(prp73), 1409 

Partícula de reconhecimento de sinal, ver 
SRP 

Partículas submitocondriais, 852 
pas (primosome assembly site), 1190 
PAS (reagente do ácido periódico de Schiff), 
411-412 

Passenger RNAs, 1324 

Pa ssi ve-me diated transport, 745, 750-752 

Pastan, I., 1286 

Pasteur, L., 469, 593, 619, 864 

Pasteur effect, 619, 864, 1088 

Patel, D., 1300, 1324 

Pauling, L., 185-186, 221, 226, 229, 515, 1355 
Pavletich, N., 736, 1412-1414 
PBG (porfobilino gênio), 1048 
PBGS ver Porfobilinogênio sintase 
PbRCs (bactérias fotossintéticas púrpura 
RCs), 909 

PC, ver Plastocianina 
PCC, ver Canal condutor de proteína 
PCNA (antígeno nuclear de proliferação 
celular), 1204, 1204F, 1206 
PCR, ver Reação em cadeia da polimerase 
PDB ver Banco de Dados de Proteínas 
PDBid, 256-257 

PDC, ver Piruvato descarboxilase; Complexo 
multienzimátíco da piruvato desidrogenase, 
PDGFR (receptor do fator de crescimento 
derivado de plaquetas), 699 
PDI (proteína dissulfeto isomerase), 280, 290- 
292, 290F, 291F 

PDK-1 (proteína -cin ase- 1 fosfoinositídeo 
dependente), 731 
PE, ver Fosfatidiletano lamina 
Pearl, L., 1234 
Peas, 19T, 20-22 
PEG (polietileno glicol), 1132 
PEG-ADA, 1132 
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Peixe puímonado, 94T 
Pelagra, 474, 1138 
Penetrância, de doenças, 1251 
Penicilina, 377-378, 377F, 378F, 1395 
Penicilina se, 378 
Pentoses, 82-83, 360F 
PEP, ver Fosíoenolpiruvato 
PEP carboxilase, 14Ü8T 
PEP carboxicinase (PEPCK), 818, 1089 
na gliconeogênese, 872-873, 876, 876F, 879 
PEPCK, ver PEP carboxicinase 
Pepsina, 134T, 169T, 470, 547-548, 547-548F 
Pepsinogênio, 675 
Peptidase de sinalização, 422, 1404 
Peptidase processadora da matriz (MPP), 447 
Peptidases, 78-79 

Peptideoglicano iV-acetilmuramo-hidrolase, 479 
Peptideoglicanos, 376 
Peptídeoleucotrienos, 1000, 1001 
Peptíd eo-AT- ( N- acetil- 13 -D-glucos aminil) 
asparagina 253F, 25 2F 
Peptídeos, 70. Ver também Polipeptídeos 
espectrometria de massa de, 171-175, 171- 
172F 

liberação de peptídeos, 1392-1394 
no sequenciamento proteico, 169-171 
Peptídeos de sinalização, 420, 1404 
Peptídeos miméticos, 550-551 
Peptidil homoserina lactona, 170 
Peptidil prolil cis-trans isomerases (PPIs), 290, 
292 

Peptidil transferase, 1382, 1383, 1383F, 1385F 
Peptidil-L-aminoácido hidrolase, 470 
Peptidil-tRNA, 98F, 1373, 1391 
Pequenos RNAs interferentes (siRNAs), 

1323-1324 

Perfis, alinhamento de sequência, 202-203 
Perfusão dos órgãos, 575 
Perham, R., 796, 800 

PERK (cinase do retículo endoplasmático 
semelhante à PKR), 1400 
Perle cano, 373T 
Permeases, 745 

Permutadores iônicos, 136-138, 138T 
Peróxido de hidrogênio, 10 
Peroxinitrito, 688 

Peroxissomos, 10, 562T, 935, 958F. Ver tam- 
bém Metabolismo de aminoácidos; Via do 
glioxilato 
Perus, 19T 

Perutz, M., 331, 341, 1252 

Peso molecular, 5 n 

Petsko, G., 308-309 

Pfam, ver Famílias de proteínas 

Pfanner, N., 445 

PFGE ver Eletroforese em gel de campo 
pulsado 

PFK, ver Fosfofrutocinase 

PFK-2 (fosfofrutocinase -2), 663-664 

PFK-2/FBFase-2, 663 

Pfu DNA-polimerase, 114 

PG (poligalacturonase), 1403 

PGAs, 994 

PGE2, 997 

PGEs, 994 

PGF2a, 997 

PGFql, 994 

PGF(3, 994 

PGFs, 994 

PGG2, 997 


PGH sintase (PGHS), 997-1000, 997F, 999- 
1000F 
PGH2, 997 

PGI, ver Fosfo glicose isomerase 
PGI2, ver Prostaciclina 12 
PGK ver Fosfoglicerato cinase 
PGM ver Fosfoglicerato mutase 
PGs, ver Prostaglandins 
pH, 47-48 

e a cinética de Michaelis-Menten, 496-497 
e desnaturação proteica, 264-266 
e estabilização proteica, 130-131 
e foco isoelétrico, 150, 151 
e o estado padrão bioquímico, 60 
e solubilidade proteica, 133F, 134 
e tampões, 48 

gradientes de pH imobilizados, 150 
na cromatograüa de troca iônica, 135-136 
na eletroforese de disco, 148 
PHAS-1, 1401 
PHAS-II, 1401 
Phe, ver Fenilalanina 
Phen (fentermina), 543-544 
PheRS, 1351 

Phillips, D., 252, 517, 519-524 

Phillips, S., 1290, 1291 

PhK, ver Fosforilase cinase 

pHmetro, 47 

Pi (ortofosfato), 578-579 

PI, ver Fosfatidilinositol 

p/, ver ponto isoelétrico 

PI3Ks (fosfoinositídeo 3-cinases), 732-734 

PIC (complexo de pré -iniciação), 1376-1377 

Pickart, C., 1417 

Picnodisostose, 539-540 

Picot, D., 920 

Píleo mortal ( Amanita phalloides), 1280 
Pili, 4, 4F 
Pilkis, S., 663 

Pinças ópticas, 1274, 1274F 
PIP2 ver Fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato 
PIP4Ks (fosfoinositídeo 4-cinases), 732 
PIP5Ks (fosfoinositídeo 5-cinases), 732 
PIR ( Protein Information Resource), 194-195T 
Pirano, 361 
Piranoses, 361 
a-Piridona, 508 
Piridoxal fosfato, 473T 
Piridoxal-5 '-fosfato (PLP), 511, 640, 1020 
Piridoxamina-5' -fosfato (PMP), 1020 
Piridoxina, 474T, 1020 
Pirimidinas, 82-83, 475-479 
Pirofosfatase inorgânica, 582, 946 
Pirofosfato (PPi), 102-103F, 578-579, 1265 
5-Pirofosfomevalonato, 976-977 
Pirofosfomevalonato descarboxilase, 976-978, 
977-978 

Pirosequenciamento, 183-184, 184-185F 
Pirrol-2-carboxilato, 516 
A-l-pirrolina-2-carboxilato, 516 
A-l-pirrolina-5-carboxilato, 1070F, 1071 
Pirrolina-5-carboxilato redutase, 1070F, 1071 
Pirrolisina (Pyl), 1361-1362 
Piruvamida, 617 
Piruvato: 

biossíntese de, 561F 
biossíntese de alanina a partir de, 1067- 
1068F 

degradação de aminoácidos a, 1030-1034 
e oxaloacetato, 872-876, 872F 


e vias de integração, 1090 
fermentação do, 594F, 614-619 
na glicólise, 593, 594F, 595, 596F 
na via de Entner-Doudoroff, 63 7F 
no ciclo do ácido cítrico, 766F, 790-792, 
790F, 794-795, 816 

Piruvato:ferredoxina oxidorredutase, 814- 
815 

Piruvato carboxilase, 818-819, 872-876, 874F, 
875F 

Piruvato descarboxilase (PDC), 616, 617F 
Piruvato desidrogenase (El), 794-795, 798F, 
799-800, 800F 

Piruvato desidrogenase fosfatase, 799, 805 
Piruvato desidrogenase cinase, 799, 804-805, 
805F 

Piruvato cinase (PK), 581-582, 1089 
na glicólise, 596F, 613-614, 614F 
na gliconeo gênese, 872 
Piruvato-fosfato dicinase, 936 
PISA (Interfaces, superfícies e montagem de 
proteínas), 256T 
Pisum sativum, 20-21 
Pitágoras, 897 

PITC (fenilisotiocianato), 165, 167F 
pK,47 

de ácidos fracos, 46T 
dos grupos ionizáveis dos aminoácidos, 
68T-69T, 70 

e ácidos polipróticos, 49-50 
e pH, 48 

PK, ver Piruvato cinase 
PKA ver Proteína cinase A 
PKB ver Proteína cinase B 
PKC ver Proteína cinase C 
PKR (proteína cinase ativada por RN A de 
fita dupla), 1400 
PKU, ver Fenilcetonúria 
Placa teórica, na croma to grafia, 135 
Placas, 27 
Placebo, 542-543 

Plantas, 7F, 12, 13F. Ver também Fotossíntese 
C3 e C4, 936 

ciclo do glioxilato, 880-881 
desvios mitocondriais do ideal, 1344T 
divergências dos outros reinos, 191-192 
estrutura celular de, 11, 11F 
glicogênio sintase, 645 
taxa de mutação, 191-192 
transgênicas, 122-123 

Plasmalogênios, 390, 574, 1005, 1007-1008, 
1007F 

Plasmídeos, 106-109, 1228F, 1262, 1262F 
Plasmídeos Pl, 1259 
Plasmina, 525T 
Plasminogênio, 458-459 
Plasmodesma, 11F 

Plasmodium falciparum, 176-177T, 187-188, 
898, 1058 
Plastídeos, 901 

Plastocianina (PC), 916, 921-922, 921F 
Plastoquinol (QH2), 915 
Plastoquinona (Q), 915 
PLC-|3, ver Fosfolipase C-p 
Pleckstrina, 735 
Pleurodeles waltl, 1271F 
PLP, ver Piridoxal-5 '-fosfato 
Pmf (força próton-motora), 846 
PMP (piridoxamina-5 '-fosfato), 1020 
Pneumococos, formas S e R, 86, 86F 


1468 índice 


Pneumococos tipo R, 86, 86F 
Pneumococos tipo S, 86, 86F 
PNP ver Purina nucleosídeo fosforilase 
POH1, 1418 
pol, 1246 

Pol a (DNA-polimerase a), 1202-1203 
Pol a/primase, 1203, 1206, 1207 
Pol p (DNA-polimerase (3), 1205 
Pol 8 (DNA-polimerase 8), 1202-1207, 1203F 
Pol e (DNA-polimerase e), 1202, 1205, 1206 
Pol y (DNA-polimerase 7), 1202, 1205 
Pol t) (DNA-polimerase T|), 1205, 1223 
Pol i (DNA-polimerase 1), 1205, 1223 
Pol k (DNA-polimerase k), 1205, 1223 
Pol I ver DNA-polimerase I; RN AP I 
Pol II ver DNA-polimerase II; RNAP II 
Pol III ver DNA-polimerase III; RNAP III 
Pol IV ver DNA-polimerase IV 
Pol i (DNA-polimerase Q, 1205, 1223 
Pol V mutasoma, 1181 1222 
Pol V ver DNA-polimerase V 

POLA, ver Pol a 
Polaridade, 132, 1398 
Polarímetro, 74, 74F 

POLB, ver Pol (3 
POLD1, ver Pol 8 
POLE, ver Pol e 

POLG, ver Pol y 

POLH, ver Pol t] 

POLI, ver Pol 1 
Poli linkers , 107-108 
Poli(A), 1157F, 1302-1303 
Poli(A)-polimerase ver PAP 
Poli(AUAG), 1343 
Poli(GUAA), 1343 
Poli(UAUC), 1343 
Poliadenilação, 1401-1402 
Polibreno, 171 
Policitemia, 343 
Polidispersão, 375 
Polieletrólitos, 135-136 
Polietileno glicol (PEG), 1132 
Poligalacturonase (PG), 1403 
Poliglicina, 205-206, 224F, 228-229, 229F 
Polilisina, 205-206 

Polimerase switching, 1204 
Polimerase Taq DNÀ, 114, 178-179 
Polímeros lineares, 70 
Polimorfismos de um único nucleotídeo 
(SNPs), 184-185, 213-214 
Polimorfismos do comprimento dos fragmen- 
tos de restrição (RFLPs), 106-107, 106-108F 
Polinucleotídeos, 84, 209, 211-214. Ver tam- 
bém Ácidos Nucleicos 
Poliomavirus, 94T, 1172 
Poliomielite, 1404 

Polipeptídeo amiloide das ilhotas, ver 1APP 
Polipeptídeos, 70. Ver também tipos específi- 
cos, p.ex.: Proteínas 
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Resposta estringente, 1301, 1397 
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de E. coli, 367F, 1363F-1366F 
de eucariotos, 7F, 9, 1369-1371 
de procariotos, 4, 4F 
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em cfiips de DNA, 213-214 
estrutura química, 85 
fracionamento, 156-159 
hibridização, 93 
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estrutura terciária, 1348-1349 
forma de trevo, 98F 
isoaceitadores, 1351 

modificação pós-transcricional, 1329-1332 
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80S rRNA, 1370T, 1371, 1371F 
RS75091, 1001 

R-SNAREs (receptores SNAP), 441-443, 779, 
780 
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Terapia gênica, 120-122 

hipercolesterolemia, 956-958 
questões sociais, éticas e legais, 121-123 
Terapia gênica in situ , 122-124 
Terapia gênica in vivo , 123-124 
TerB, 1199 
TerC, 1199 
Ter D, 1199 
TerE, 1199 
TerF, 1199 
TerG, 1199 
TerH, 1199 
TerI, 1199 
TerJ, 1199 

Terminação 3', de ácidos nucleicos, 84 
Terminação N (aminoácidos), 73, 165, 1371- 
1373 


Terminações adesivas, 105-106, 117-119 
Terminadores intrínsecos, 1273-1275, 1273F 
Termoacidófilos, 6 
Termociclador, 114 

Termodinâmica, 52-61. Ver também Equilíbrio 
cadeia de transporte de elétrons, 828-829 
da vida, 586-589 
definição, 52 

do transporte de membrana, 744-745 
dos compostos de fosfato, 578-583 
energia livre, 57-58, 61 
equilíbrios químicos, 58-61 
estado de transição, 485-486 
metabolismo do glicogênio, 643-644 
primeira lei, 52-54 
segunda lei, 54-57 
unidades e constantes, 53T 
Termodinâmica dos compostos fosfatados, 
578-583 

Termodinâmica irreversível, 587 
Termodinâmica não equilibrada, 575-587 
Termogênese, 629, 860-861, 1099-1001 
Termogênese química, 629, 860-861 
Termogenina, 861, 1101 
Termolisina, 169T 
Termossomos, 301 
Terpenoides, 976-977 

TERT (subunidade telomerase), 1210, 1211, 
121 1F 

Testes de isótopos, 813-814 
Testes simples-cegos, 542-543 
Testículos, 672F 
Testosterona, 681 
Tétano, 442-443 

Tetraciclina, 128, 1395T, 1396F, 1397 

5.6.7.8- Tetra-hidrobiopterina ver BH4 

T etra-hidroíolato (THF), 473T, 492, 1062- 
1064 

Tetra- hidr ofur ano-2-carboxilat o , 5 16 
Tetrahymena thermophila: 
íntrons do grupo 1, 1307-1310, 1307F, 

1309F, 1310F 
telomerase, 1209-1210 

5.6.7.8- Tetra-hidrobiopterina, ver BH 4 
2,3,4,6-O-Telrametil-oi-D-glicose, 508 

T e tr ametil-p -f e nilenedí amina (TMPD), 831 
Tetrapeptídeos, 73F 
Tetratorção, 1308 
Tetraubiquilina, 141 1F 
Tetrazoí, 211-213 
Tetrodotoxina, 777 
TeTx, 442-443 
TFIIH, 1218 
TG, ver Tapsigargina 
TGN, ver Rede trans Golgi 
ThDP (tiamina difosfato), 616 
Thermatoga marítima, 1394F 
Thermoplasma acidophiíum , 1415, 1415F 
Thermoproteus, 7F 
Thermus aquaticus, 178-179, 466 
D NA- polímera se I (Klentaql), 1178-1180 
EF-Tu, 1381F 
no PCR, 114 

RN AP, 1268, 1269, 1269F 
Thermus thermophitus: 
argonauta, 1324, 1325F 
complexo EF-G com GDP, 1385-1386, 
1386F 

complexo ribossomal, 1384, 1392-1394, 
1393F, 1394F 


proteinase K, 1383 
RN AP, 1268, 1268F-1269F 
RuvB, F1231-1233, 1232F 
subunidade 30S, 1389-1390 
unidades ribossomais, 1366-1368, 1371, 
1386F 

THF, ver Tetra-hidrofolato 
Thirumalai, D., 300 
Thr, ver Treonina 
Thr-AMS, 1357-1358 
Thr-RNAtThr, 1357-1358 
ThrRS, 1357-1358 
Thy, ver Timina 
Tiamina, 474T, 618 
Tiamina difosfato (ThDP), 616 
Tiamina pirofosfato, ver TPP 
Tiazolidinedionas (TZDs), 1103-1104 
Tiazolinona, 165 

Tilacoides, 12, 902, 916F, 926, 926F 
TIM (triose fosfato isomerase) (TPI): 
do músculo de galinha, 231F, 252, 254F 
na glicólise, 596F, 603-606, 605F 
no ciclo de Calvin, 929 
TimlO, 448 
Timl2, 448 
Timl4, 447 
Timl6, 447 
Timl7, 447 
Timl8, 448 
Tim21, 447 
Tim22, 448 
Tim23, 446-448 
Tim44, 447 
Tim50, 447 
Tim54, 448 
Tim9, 448 

Timidilato sintase (TS), 1062, 1126-1128 
Timina, 18, 82-83, 82-83T, 1177. Ver também 
Pares de Bases de Watson-Crick 
e geração de mutação pontual, 1339-1340 
formas tautoméricas, 88F 
no catabolismo das pirimidinas, 1135-1136F 
origem, 1126-1130 
TIN2, 1213 

Tiogalactosídeo transacetilase, 1261 
Tio-hemiacetal, 608 
Tiolase, 947, 958, 976 
Tiocinases, 945 

Tiorredoxina (Trx), 291, 933-934, 934F, 1124 

Tiorredoxina redutase (TrxR), 1125 

4-Tiouridina (s4U)), 1347F 

Tipo celular NPY/AgRP, 1099 

Tipo celular POM/CART, 1099 

Tipo sanguíneo A, 22, 415-416 

Tipo sanguíneo AB, 22, 415-416 

Tipo sanguíneo B, 22, 415-416 

Tipo sanguíneo 0, 22, 415-416 

Tipo selvagem, 23-24 

Tireoide, 672F 

Tireoperoxidase (TPO), 676 

Tireotrofina, 673T, 683 

Tireoxina, 80, 80F, 309-311, 673T, 676-677 

Tirosina: 

biossíntese, 1075-1078 
cadeias laterais, 71, 263-265T 
códigos genéticos para, 100T, 1343T 
como aminoácido não essencial, 1065T 
degradação, 1042-1047 
e a transferência da energia de ressonância, 
286 
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e o supres soir nonsense de E. coli nonsense 
suppressor, 1362T 
em proteínas globulares, 246-247 
em proteínas nativas não dobradas, 283 
estrutura e propriedades gerais, 69T 
inversão do anel aromático e mobilidade do 
núcleo proteico, 308-310 
meia-vida, 1413-1414T 
na síntese de neurotransmissores, 1059-1060 
propensão a formar hélice a/folha |3, 302T 
Tirosina aminotransferase, 1408T 
Tirosina hidroxilase, 1044-1045, 1059 
Tirosina recombinase, 1239 
Tiselius, A., 146 
Titina, 1305 
Tivelose, 379F 

TLC (cromatografia de camada fina), 145 

TLS (síntese translesão), 1222 

T,„, ver Temperatura de fusão 

TMPD (tetrametil-p -f enilenodiamina) , 831 

Tn3, 1237, 1239 

Tn5, 1237-1239 

Tn5 transposase, 1237-1239, 1238F 
TNBS (ácido trinitrobenezesulfôníco;, 418- 
419, 418-419F 

TNF-a, ver Fator de necrose tumoral a 

TNFs, ver Fatores de necrose tumoral 

TnpA, 1237 

TnpR, 1237, 1239 

Tob35, 449 

Tob55, 449 

a-Tocoferol, 866 

Todd, A., 84 

Tolueno, 130 

Tong, L., 604 

Tonks, N., 721 

Topogênese, 427 

Topoisomerase 1, 1165-1166, 1165F 
Topoisomerase II, 1163, 1166-1169, 1169F 
Topoisomerase III, 1163, 1164F 
Topoisomerase IV, 1166 
Topoisomerase V, 1166 
Topoisomerase VI, 1166 
Topoisomerases, 1162-1170 
Topoisomerases tipo 1, 1163-1166 
Topoisomerases tipo IA, 1162-1165, 1163F, 
1164F 

Topoisomerases tipo IB, 1162, 1165 - 1166 , 
1165F 

Topoisomerases tipo IC, 1162 
Topoisomerases tipo II, 1163, 1166-1170, 1175 
Topoisomerases tipo ILA, 1163 
Topoisomerases tipo IIB, 1163 
Topologia: 

de proteínas integrais, 406 
fitas de polipeptídeos, 229-230 
TORC2, 1096 

Torção, da super-hélice, 1158-1159, 1159F 
Tosil-L-fenilalanina clorometil cetona, ver 
TPCK 

Toxina pertussis (PT), 697, 1398 
Toxoplasma gondii, 1116 
Toxoplasmose, 1116 
Toyoshima, C., 760, 763 
t-PA, recombinante, 119-120 
TPCK (fenilalanina clorometil cetona), 527, 
527F 

TPI (trio se fosfato isomerase), ver TIM 
TPO (tiroperoxidase), 676 


TPP (tiamina pirofosfato), 473T, 511, 795, 
795T 

na fermentação alcoólica, 616, 616F 
síntese de, 1300, 1319, 1320F 
TPP1, 1213 

TR (sub unidade telomerase), 1211 
TRA2, proteína, 1318 
Trabalho, 53-54, 57-58 
Tradução, 

aminoadlação do RNAt, 1345-1362 
código genético, 1338-1345 
controle de eucariontes, 1398-1402 
definição, 1338 

degradação de proteínas, 1408-1422 
iniciação em E. coli , 1376F 
modificação pós-tradução, 1403-1408 
ribossomos e síntese de polipeptídeos, 
1362-1398 

sequências de iniciação de E. coli , 1374- 
1375F 

Tradução, 19, 95, 98 - 101 , 98F, 1145. Ver tam- 
bém Código Genético; Ribossomos 
acurácia da, 1388-1391 
e antibióticos, 1395 

Tradução de cadeias com quebra, 1181, 1187 
Tradução reversa, 313-314 
TRAM (proteína translocadora de cadeia 
associada à membrana), 426-427 
Trans cisterna, 428, 430, 429F 
Transaldolase, 894, 896-897, 896F 
Trans aminação, 935, 1020-1023 
Transaminases, 498, 1020-1023 
Transcetolase, 894-896, 895F, 929 
Trans cobalaminas, 957 
Transcortina, 681 

Transcrição, 9, 19, 95 - 98 , 1145, 1260 - 1333 . 

Ver também Modificação Pós-transcricional; 
RN AP 

controle procariótico de, 1283-1301 
modificação pós-transcricional, 1301-1332 
monitoramento, 120-122 
proporção do genoma transcrito, 182 
replicação do DNA vs., 1173 
RNA em, 1260-1265 
RNAP em, 1265-1283 
velocidade e acurácia, 1271-1272 
Transcriptase reversa 

Transcriptase reversa, 95F, 116, 545-546, 1207 - 
1209 , 1208F 
Trans crip toma, 213-214 
Transcriptômica, 576 
Transcritos primários, 1301 
Transdução, 1225 

Transdução de sinais, 671, 1099. Ver também 
tópicos relacionados , p. ex.: Hormônios 
Transducina G ln , 691, 693F 
Transdutores de sinal e ativadores de transcri- 
ção (ST ATS), 718 
Transfecção, 86-87 

Transferase terminal, 109-110, 109-110F 
Transferases, 479T 

Transferência da energia de ressonância, 905 
Transferência Northern ( Northern blot), 113 
Transferrina, 140F, 1056 
Transformação, 86, 110-112, 704 
Transformação de células competentes, 108- 
109 

Transformação maligna, 1211-1212 
Transgenes, 121-122 


Transição ordem-desordem, 397-398, 397- 
398F 

Transições, 1339 
Transaminaçâo, 1022 
Translocação, 1379, 1387 - 1388 , 1387F 
Translocadores, 745 
Translocases de fosfolipídeos, 420 
Translócon, 420, 426-427, 1404 
Transmissão nervosa, 44 0F 
Transpeptidação, 1379, 1382-1384 
Transplante, organismos transgênicos para, 
121-123 

Transportador da resistência mulüdrogas 
(MDR), 766-767 

Transportador de fosfato, 448, 826 
Transportador de malato-a-cetoglutarato, 827 
Transportador de MDR (resistência multidro- 
gas), 766-767 

Transportador malato-aspartato, 827, 827F 
Transportador T2, 665F 
Transportador T3, 665F 
Transportadores, 745 

Transporte ativo mediado por íons, 768-771 
Transporte através da membrana. 

(Ca 2+ ) 1 ATPase, 762-764 
(Na -K + )- ATPase, 758-762 
aquaporinas, 756-757 
ativado por ATP, 758-768 
ativado por íons, 768-771 
canais Cl”, 755-756 
canais de K + , 752-755 
canais iônicos dependentes de voltagem, 
771-775 

cinética do transporte mediado, 746-748 
e (H + -K - )- ATPase, 764-765 
e neurotransmissão, 771-784 
em ionóforos, 748-749 
esquema geral, 747F 
lactose permease, 769-770 
maltoporina, 749-750 
mediado, 745-748 
não mediado, 745-746 
potenciais de ação, 775-777 
simporte Na-gíicose, 768-769 
termodinâmica de, 744-745 
translocação de grupo, 765-766 
translocador de ATP-ADP, 771 
transporte de glicose mediado passivamen- 
te, 750-752 

Transporte mediado por membrana, 745-748 
Transporte não mediado por membrana, 

745-746 

Transporte pós-translacional, de proteínas, 
428, 430, 430F 

Transporte retrógrado, 428, 430 
Transposase, 1236 
Transposição, 1236-1246 
Transposição replicativa, 1237, 1239, 1239F 
Transposição simples, 1237 
Transpôs ons, 1236-1246 
Transposons replicativos, 1242 
Trans-Schiffização, 1022 
Trans-splicing, 1319-1320, 1321F 
Transtirretina, 268-270, 268-270F, 309-311 
Transtorno bipolar, 736 
Transversão, 1339 

TRAP, ver Proteína de membrana associada 
ao translocon 
Trastuzumábe, 119-121 
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TRCF (fator de acoplamento de reparo de 
transcrição), 1218 
p-TrCP, 1414-1415 

TRE, ver Elemento de esposta do hormônio 
da tireoide 

Treonil adenilato, 1357 
Treonina: 

biossínlese, 1072-1073, 1075 
cadeias laterais, 71, 263-265T 
códigos genéticos para, 100T, 1343T 
como amino ácido essencial, 1065T 
degradação, 1030-1034 
em proteínas globulares, 246-247 
estereoisômeros, 75-76, 76F, 77F 
estrutura e propriedades gerais, 69T 
meia-vida, 1413-1414T 
propensão a formar hélice a/folha [3, 302T 
proteínas PEST ricas em, 1413-1414 
(25,3/f) -treonina, 76, 77F 
D-Treonina, 75, 76, 76F 
L-Treonina, 75, 76, 76F 
Treonina desidrogenase, 1034 
o-Treose, 360F 

TRF, ver Fator de liberação de tireotrofina 
TRF1 (fator de ligação 1 às repetições do 

telômero), 1213 

TRF2 (fator de ligação 2 às repetições do 
telômero), 1213 

Triacilglíceróis, 388 - 390 , 940. Ver também 
Ácidos graxos; Lipídeos 
e biossíntese de colesterol, 986 
e EPA na dieta, 1003 
e fígado, 1094 
síntese, 971-973, 972F 
transporte no sangue, 452F, 973 
Triacilglíceróis mistos, 388-389 
Triacilglíceróis simples, 388-389 
Triacilglicerol lipase, 941, 1089-1090 
Triagem, para drogas, 538-539 
Trifosfato de adenosina, ver ATP 
Triglicerídeos, 388 - 390 , 940 
Trigliceróis, 940 
Tri-iodotironina, 673T, 676 
N,N,N- Trimetilalanina, 78-79F 
e-N, A.A-Trimetil-lisina, 78-79F 
Trimetoprima, 1129 
Trioleína, 388-389 
Trioleoilglicerol, 388-389 
Triose fosfato isomerase, 231F, ver TIM 
Trioses, 360F 

Tripanossomíase, arsénicos para, 799 
Tripanossomos, 1320 
Tripeptídeos, 70 
Tripsina, 470, 525, 525T, 529T 
clivagem do cito cromo b5, 401 
duplicação gênica, 193-194 
especificidade, 169-170, 169T 
estrutura por raios X, 528F, 529 
mecanismo catalítico, 533, 533F 
proenzimas, 537, 537F 
Tripsino gênio, 537, 537F 
Triptofanil-tRNA Irp , 1298, 1299F 
Triptofano: 

biossíntese, 1075-1078, 1297 
cadeias laterais, 70-71, 263-265T 
códigos genéticos para, 10ÜT, 1343T 
coe nz ima nicotinamida de, 1137F, 1138 
como amino ácido essencial, 1065T 
degradação, 1041-1042 


e transferência de energia de energia de 
ressonância por fluorescência, 286 
em proteínas globulares, 246-247 
em proteínas nativas não dobradas, 283 
estrutura e propriedades gerais, 68T 
inserida pelo supressor nonsense de E. coli, 
1362T 

propensão a formar hélice a/folha 3, 302T 
Triptofano hidroxilase, 1044-1045, 1059 
Triptofano sintase, 1075-1078 
Tris(2,3-dibromopropil) fosfato, 1225 
Trísceles, 430F, 431 
Tristearina, 388-389 
Tristearoilglicerol, 388-389 
Triton X-100, 399F, 411-412 
Triton X-20, 399F 

tRN A da alanina de leveduras, 174-176 

tRNAs isoaceptores, 1351 

tRNAs supressores, 1362 

Troca de hidrogénios, 285-286, 309-3 10F 

Troca iônica, 135 

Troca pulsante de H/D, 284-286, 309-310 
Trombina, 525T, 735 
Tromboxano A 2 (TxA 2 ), 998 
Tromboxano sintase, 998 
Tromboxanos, 993, 995-1000 
Tropocolágeno, 240 
Tropomiosina, 134T, 412F-413F 
oc-Tropomiosina, 1317, 1317F 
Tropomodulina, 412F-413F 
Trp, ver Triptofano 
Truta, 1409 
Trx, ver Tiorredoxina 
TrxR (tiorredoxina redutase), 1125 
Trypanosoma brucei, 1418 
TS ver Timidilato sintase 
TSE, ver Encefalopatia espongiforme trans- 
missível 

TSH (hormônio estimulador da tireoide), 683 

Tsien, R., 121-122 

t-SNAREs (receptores SNAF), 441 

Tsukihara, T., 416, 1417 

Tswett, M., 135 

í/Tubocurarina, 781 

Tubulina, 10, 1ÜF, 269-270 

Tubulina a, 301 

Tubulina |3, 301 

Tumores malignos, 381, 703. Ver também 
Câncer 

Tunicados, 368 

Tunicamicina, 888F, 889F 

TUTase (uridililtransferase terminal), 1322 

Twintrom, 1307T 

T witchin-cinase, 658 

Tyl, 1244-1245 

TYA, 1246 

TYB, 1246 
Tyk2, 718 

Tyr, ver Tirosina 

TZDs (tiazolidinedionas), 1103-1104 

u 

Ull, 1319 
U12, 1319 
U1-70K, 1315 
Ul-A, 1315, 1316 
Ul-C, 1315 

Ul-snRNA, 1312, 1315-1316 


Ul-snRNP, 1312, 1315-1316, 1316F 
U2-snRNA, 1312 
U2-snRNP, 1312 
U4atac-U6atac, 1319 
U4-snRNA, 1312 
U4-U6-snRNP, 1312 
U5, 1319 
U5-snRNP, 1312 
U6-snRNA, 1312 
U6-snRNP, 1312 
UAA (códon), 1343, 1362, 1362T 
UAG (códon), 1343, 1362, 1362T 
UbcH7, 1412-1414, 1412F 
UBDs (domínios de ligação da ubiquitina), 
1420-1421 
Ubiquinol, 836F 
Ubiquinona, ver Coenzima Q 
Ubiquitina, 989, 1404, 1410 - 1422 , 1410F. Ver 
também Poliubiquilina 
Ubiquitinação, 1414-1422 
Ubiquitina-proteína ligase (E3), 1410-1422, 
1410F 

Ubisemiquinona, 836F 
Ubls (modificadores semelhantes à ubiquiti- 
na), 1421-1422 
Ubrl, 1413-1414 

UCP, ver proteína desacopladora 
UCP1, 1100 
UCP2, 862, 1101 
UCP3, 862, 1101 

UDG (uracil-DNA glicosilase), 1218-1219, 
1219F 

UDPG, ver UDP-glicose 
UDP-galactose, 631 
UDP-galactose-4-epimerase, 632 
UDP-glicose (UDPG), 631, 644 
U D P-glicose :glicopr oteín a glicosiltr ansf eras e 
(GT), 886 

UDP-glicose pirofosforilase, 644 
3'-U-exo (3'-U-exonuclease), 1322 
UGA (códon), 1343, 1362, 1362T 
Uhlenbeck, O., 1351 
Ultracentrifugação, 132T, 151 - 156 , 159 
Ultracentrifugação isopícnica, 156, 157F 
Ultracentrifugação preparatória, 155 - 156 , 155F 
Ultracentrifugação zonal, 155, 156F, 159 
Ultrafütração, 117, 132T, 141-142 
Umami, 1064 

UMP (urídina monofosfato), 82-83T, 1114 - 
1118 , 1135-1136F 
UmuD, 1222 
UmuD’ 2 C, 1222 

UNG (uracil iV-glicosilase), 1218 
Unhas, 233, 234, 275 

União de extremidades não homólogas, ver 
NHEJ 

Unidade de período evolutivo, 189-190 
Unidades PAM (Porcentagem de mutações 
pontuais aceitas), 188-189, 197-199 
Unidades peptídicas, 70 
Uniporte, 758, 758F 
Unwin, N,, 402, 781 

uORFs (fase de leitura aberta upstream ), 
1400-1401 
Ura, ver Uracil 

Uracil, 19, 82 - 83 , 82-83T. Ver também Pares 
de bases de Watson-Crick 
e código genético, 100T, 134 3T 
e mutações, 1218-1219, 1339-1340 
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no catabolismo das pirimidinas, 1135-1136F 
nos tRNAs, 1347F 
Uracil iV-glicosilase (UNG), 1218 
Uracil-DNA glicosilase, ver UDG 
Urato-oxidase, 1134 
Ure2p, 315-316 

Urease, 132, 140F, 323, 470, 489T 
Ureia, 1025 

a partir da quebra do ácido úrico, 1135F 
aparato de fluxo interrompido, 284-285 
no sequenciamento de proteínas, 169, 171 
nos experimentos de Miller-Urey, 32T 
para a rena tur ação de proteínas, 117 
p-Ureidoisobutirato, 1135-1136F 
(3 -Ureidopropionase, 1135-1136F 
|3 -Ureidopropionato, 1135-1136F 
Urey, H., 32-33 

Uridililtransferase terminal, (TUTase), 1322 

Uridiltransferase, 1071 

Uridina, 82-83T, 1135-1136F 

Uridina difosfato glicose (UDP-glicose), 644 

Uridina fosforilase, 1135-1136F 

Uridina monofosfato, ver UMP 

Uridina trifosfato, ver UTP 

Urina, 1095 

Urkingdoms, 6 

URL (localizador uniforme de fontes), 193-194 
Urobilina, 1056, 1057 
Urobilinogênio, 1056, 1057 
Urocordatos, 13F 

Uroporfirinogênio descarboxilase, 1053, 1054 
Uroporfirinogênio III, 1053, 1054 
Uroporfirinogênio III sintase, 1052-1054 
Uroporfirinogênio sintase, 1053 
UTP (uridina trifosfato), 96, 1118-1119, 1265 
Uyeda, K., 663 


V 

Vacinas, 205-206 
Vacúolos, 7F, 11, 11F 
Vagelos, R., 961-962 
Vai, ver Valina 

Val-AMS (5'-0'-[V-(L-valil) sulfamoiljadeno- 
sina), 1356-1357 

5 '-O r -[V-(L-valil)sulfamoil]adenosÍna (Val- 
-AMS), 1356-1357 
Valil-adenilato, 1356-1357 
Valina: 

biossíntese, 1075 
cadeias laterais, 70, 263-265T 
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Símbolos de uma e três letras para os aminoácidos comuns* Constantes termodinâmicas e fatores de conversão 


A 

Ala 

Alanina 

Joule (J) 

B 

Asx 

Asparagina ou ácido aspártico 

1 J = 1 kg • m 2 • s“ 2 1 J = 1 C ■ V (coulomb volt) 

C 

Cys 

Cisteína 

1 J = 1 N • m (newton • metro) 

D 

Asp 

Ácido aspártico 

Caloria (cal) 

E 

Glu 

Ácido glutâmico 

1 cal aquece 1 g de H z O de 14,5 para 15,5°C 

F 

Phe 

Fenilalanina 

1 cal = 4,184 J 

G 

Gly 

Glicina 

Grande caloria (Cal) 

H 

His 

Histidina 

1 Cal = 1 kcal 1 Cal = 4184 J 

I 

Ile 

Isoleucina 

Número de Avogadro (N) 

K 

Lys 

Lisina 

N = 6,0221 X 10 23 moléculas • mol 1 

L 

Leu 

Leucina 


M 

Met 

Metionina 

Coulomb (C) 

1 C — 6,241 x 10 lí! cargas de elétrons 

N 

Asn 

Asparagina 

P 

Pro 

Prolina 

Faraday (2F) 

Q 

Gin 

Glutamina 

1 9 = N cargas de elétrons 

19- 96.485 C • mol 1 = 96.485 J • V 1 • mol 1 

R 

Arg 

Arginina 


S 

Ser 

Serina 

Escala de temperatura Kdvin (K) 

T 

Thr 

Treonina 

0 K = zero absoluto 273,15 K = 0°C 

V 

Vai 

Valina 

Constante de Boltzmann ( k B ) 

W 

Trp 

Triptofano 

Jfc B = 1,3807 x 1Ü“ 23 J • K 1 

Y 

Tyr 

Tirosina 

Constante dos gases (R) 

Z 

Glx 

Glutamina ou ácido glutâmico 

R = Nk B R = 1,9872 cal - K _1 - mol 


. _ , . , . , . , . . . . , R= 8,3145 J ■ K _1 - mol -1 R = Ü, 08206 L ■ atm ■ K" 1 • 

*0 símbolo de uma letra para um aminoacido nao determinado ou 

incomum é a letra X. 


O código genético 


Primeira 
posição 
( terminal 5') 


Segunda 

posição 


Terceira 
posição 
( terminal 3 ') 


U 

C 

A 

G 



UUU Phe 

UCU Ser 

UAU Tyr 

UGU Cys 

U 

U 

UUC Phe 

UCC Ser 

UAC Tyr 

UGC Cys 

c 

UUA Leu 

UCA Ser 

UAA Parada 

UGA Parada 

A 


UUG Leu 

UCG Ser 

UAG Parada 

UGG Trp 

G 


CUU Leu 

CCU Pro 

CAU His 

CGU Arg 

U 

c 

CUC Leu 

CCC Pro 

CAC His 

CGC Arg 

c 

CUA Leu 

CCA Pro 

CAA Gin 

CG A Arg 

A 


CUG Leu 

CCG Pro 

CAG Gin 

CGG Arg 

G 


AUU Ile 

ACU Thr 

AAU Asn 

AGU Ser 

U 

A 

AUC Ile 

ACC Thr 

AAC Asn 

AGC Ser 

c 


AUA Ile 

ACA Thr 

AAA Lys 

AG A Arg 

A 


AUG Met* 

ACGThr 

AAG Lys 

AGG Arg 

G 


GUU Vai 

GCU Ala 

G AU Asp 

GGU Gly 

U 

G 

GUC Vai 

GCC Ala 

GAC Asp 

GGC Gly 

c 

GUA Vai 

GCA Ala 

GAA Glu 

GGA Gly 

A 


GUG Vai 

GCG Ala 

GAG Glu 

GGG Gly 

G 


mol” 1 


*AUG forma parte do sinal de inicialização e também codifica resíduos internos de metionina. 



Algumas abreviaturas bioquímicas comuns 


A 

adenina 

ESI 

ionização por eletrospray 

aa 

aminoácido 

EST 

marcadores de sequências expressadas 

aaRS 

aminoacil-tRNA sintas e 

ETF 

fia vo proteína de transferência de elétron 

ACAT 

a dl- CoA : cole steTol a cíltransferas e 

FAD 

flavina adenina dinucieotídeo, forma oxidada 

ACh 

acetilcolina 

FADH- 

flavina adenina dinucieotídeo, forma radical 

AChE 

a cctilcolines ter ase 

FADH, 

flavina adenina dinucieotídeo, forma reduzida 

ACP 

proteína carreadora de adi 

FAS 

ácido graxo-sintase 

ADA 

a d enosina -d esaminas c 

FBP 

f ru tose- 1 , ó-bif o sf a to 

ADH 

ã leo ol- desidrogcnase 

FBPasc 

frutose-1 .ó-bifosfatase 

AdoCbl 

5 * -dcsoxiadenosilcobalamina 

Fd 

fcrrcdoxina 

AdoMet 

a d enosilme tionina 

FGF 

fator de crescimento de fibroblasto 

ADP 

a d enosina difosfato 

FH 

hipercolesterolemia familiar 

ADPNP 

a denosina -5 ' - ( p , ^-irnido ) dif o sf ato 

í Met 

N -f ormilm e tionina 

Aids 

síndrome da imunodeficiência adquirida 

FMN 

flavina mononucleotídeo 

AKAP 

proteína ancoradora de cinase A 

FNR 

ferredoxina-NADP' redutase 

ALA 

áddo ô-aminoievulínico 

F1P 

f ru to se- 1 -f osf ato 

AMP 

a denosina monofosfato 

F2,6P 

f ru to se-2 . 6-bif o sf a to 

AMPK 

pTOteína-dnase dependente de AMP 

F6P 

frutose-ó-fosfato 

AMPPNP 

adcnosina-5'“(p, ^-imido) trifosfato 

G 

guanina 

ARS 

sequências de repli cação autônomas 

GABA 

ácido ^-aminobutírico 

AT Case 

a sparta to -trans carbamoiia se 

Gal 

galactose 

ATP 

trifosfato de a de no sina 

GaíNAc 

A-acetil gala ct os amina 

BAC 

cromossomo artificial bacterianü 

GAP 

gliceraldeído-3-fosfato 

BChl 

bacterioclorofila 

GAP 

proteína ativadora de GTPase 

BCKDH 

a-cetoácido desidrogcnase de cadeia ramificada 

GAPDH 

glicerald eí do-3-f osf ato -d esi dro genas e 

bh 4 

5,6,7, 8-te tra -hid robio p terina 

GDH 

gl uta ma to- de sidrogcnase 

bHLH 

motivo hélice- aiça-hêlice básico 

GDP 

difosfato de guanosina 

bp 

pares de bases 

GEF 

fator de troca de nucleotídeo de guanina 

BPG 

d- 2,3 -bif osf oglicera to 

GK 

glico cinase 

BPheo 

b act eri of e of i tina 

Glc 

glicose 

BPT1 

inibidor de tripsina pancreática bovina 

GlcNac 

A T -acetilgli cos amina 

C 

cito sina 

GLUT 

transportador de glicose 

CaM 

calmodulina 

GMP 

monofosfato de guanosina 

CAM 

metabolismo ácido das crassuláceas 

EP 

produto gênico 

AMPc 

yjS f -AMP cíclico 

G1P 

glico se- 1 -fosfato 

CAP 

proteína ativadora de gene catabólico 

G6P 

glico se- ó-fosf ato 

CCV 

vesícula revestida de clatrina 

G6PD 

glico se- 6-f o sf ato -de sidro genas e 

CD 

dicroismo circular 

GP1 

glicosilfosfatidilinositol 

CDK 

proteína-cinase dependente de ciclina 

gRNA 

RNA-guia 

cDNA 

DNA complementar 

GSH 

glutationa 

CDP 

difosfato de citidina 

GSSG 

dissulfeto de glutationa 

CDR 

região determinadora de complementaridade 

GTF 

fator de transcrição geral 

CE 

eletroforese capilar 

GTP 

trifosfato de guanosina 

GMPc 

3'5'-GMP cíclico 

HA 

hemaglutinina 

CGN 

rede cis Golgi 

Hb 

hemoglobina 

Chi 

clorofila 

HDL 

lipoproteína de alta densidade 

CM 

carboximetil 

HGPRT 

hipoxantin a-gua nina fosforibo sil -trans f er ase 

CMP 

monofosfato de citidina 

HIV 

vírus da imunodeficiência humana 

CoA ou CoASH 

cocnzima A 

HMG-CoA 

(1-hidroxi- p -metilgl uta ril - Co A 

COP 

proteínas de revestimento de vesículas 

hnRNA 

RN A heterogêneo nuclear 

CoQ 

cocnzima Q (ubiquinona) 

HPETE 

ácido hidrop eroxieico sa tetr ae noico 

COX 

ciclo -oxigena se ou cito cromo c oxidase 

HPLC 

cromato grafia líquida de alta eficiência 

CPS 

carb amoii-f o sf a to- sintas e 

Hsp 

proteína de choque térmico 

CTD 

domínio C- terminal 

HTH 

hélice- vol t a-héli ce 

CTP 

trifosfato de citidina 

Hyl 

5-hidroxilisina 

D 

dalton 

Hyp 

4-hidroxiprolina 

d 

desoxi 

IDL 

lipoproteína de densidade intermediária 

DAG 

1,2-diaciÍglicerol 

IF 

fator de iniciação 

dd 

didesoxi 

IgG 

imunoglobulina G 

DEAE 

dietilaminoetil 

IHP 

inositol-hexafosfato 

DG 

srt-1 ,2-diacilglicerol 

IMP 

monofosfato de inosina 

DHAP 

di-hidroxiace tona-f osf ato 

IPt 

inositol -1,4,5- trifosfato 

DHF 

di-hidrofolato 

IPTG 

iso prop ilti oga lacto sí d eo 

DHFR 

di- hidrof olato-red uta se 

IR 

infravermelho 

DMF 

Nj A -dimetilf orm amida 

IS 

sequência de inserção 

DMS 

dimetil sulfato 

ISP 

proteína ferro-enxofre 

DNA 

ácido desoxirribonucleico 

ITP 

trifosfato de inosina 

DNP 

2,4-dinitrofenol 

JAK 

Janus cinase 

dNTP 

trifosfato de 2^-desoxinucleotídeo 

KM 

constante de Michaelis 

Do! 

dolicol 

kb 

quilobase 

l-DOPA 

l- 3 ,4-di-hidroxifcniÍalanina 

kDa 

quilo dalton 

dsDNA 

DNA fita dupla 

KF 

fragmento Klenow 

DUB 

enzima de dcsubiquitinação 

LCAT 

lecitina : co le steTol -acil transferas e 

EF 

fatoT de elongação 

LDH 

lacta to- desid r og ena se 

EGF 

fator de crescimento epidermal 

LDL 

lipoproteína de baixa densidade 

Elisa 

ensaio imunoabsor vente ligado a enzima 

LHC 

complexo coletor de luz 

EM 

micros copia eletrônica 

LT 

ieucotricno 

cmf 

foTça eletromotora 

LX 

lipoxina 

E4P 

e ritros e-4 -f o sf a to 

MALDI 

d essorçã o/ionização a laser assistida por matriz 

RPE 

ressonância paramagnética eletrônica 

Man 

m ano se 

RE 

retículo endoplasmático 

MAPK 

proteína-cinase ativada por mitógeno 


Mb 

mioglobina 

Q 

ubiquinona (CoQ) ou plastoquinona 

MHC 

complexo principal de histocompatibilidade 

QH. 

ubiquinol 

mi RN A 

micro RN A 

QSAR 

relação estrutura -atividade quantitativa 

MKK 

cinase da MÂP cinase 

r 

ribo 

mRNA 

RNA mensageiro 

RC 

centro de reação fotossintética 

MS 

espectro sco pia de massa 

RER 

retículo endoplasmático rugoso 

MurNAc 

acido N-acetUmurâmico 

RF 

fator liberador ou forma replica ti va 

NA 

ncuraminidase 

RFLP 

polimorfismo de comprimento de fragmento de restrição 

NAD 

nicotinamida adenina dinucleotídco, forma oxidada 

RK 

HMG - Co A-red u tase -cina se 

NADH 

nicotinamida adenina dinucleotídco, forma reduzida 

RNA 

ácido ribonudeico 

NADP t 

nicotinamida adenina dinucleotídco fosfato, forma oxidada 

RN Ai 

RNA de interferência 

NADPH 

nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato, forma reduzida 

RN AP 

RN A- polimera se 

NAG 

N - ace tilgiicosamma 

RNR 

ribon u cie otí de o-redu ta se 

NAM 

ácido N -aceíilmurãmico 

R5P 

ribo se -5 -fosfato 

NANA 

ácido N-acetilneuramunco (sialico) 

RPC 

croma tograf ia de fase reversa 

NDP 

difosfato de nucleosídeo 

RRM 

motivo de reconhecimento de RNA 

NEM 

A-etümalcimida 

tRNA 

RNA ribossomal 

NER 

reparo por excisão de nucieotídeo 

RS 

tRNA-sintase 

NeuNAc 

ácido Af-acetilneuramínico 

RSV 

vírus de Rous do sarcoma 

NMN 

nicotinamida mononueleotídeo 

RT 

transcriptase reversa 

RM 

ressonância magnética 

RTK 

receptor tirosina-cinase 

NOESY 

efeito Overhauser espectro sco pi a nuclear 

RuBisCO 

ribulosc-i ,5-bisfosfato carboxilase-oxigenase 

NOS 

óxido nitri co- sintas e 

RuBP 

ribulose-1 ,5-bisfosfato 

NRK 

tiro sina- cinase não receptora 

Ru5P 

ribulos e-5 -f o sf a to 

NSAID 

anti-inflamatório não esteroide 

S 

unidade Svedberg 

NSF 

proteína híbrida sensível a NEM 

SAM 

5-adenosilmetionina 

NTP 

trifosfato de nucieotídeo 

SAR 

relação estrutura-atividade 

OEC 

complexo formador de oxigênio 

SCAP 

proteína ativadora de clivagem de SREPB 

OMP 

mono fosfato de orotidina 

SCID 

doença da imunodeficiência combinada grave 

ORF 

fase de leitura aberta 

SDS 

dodccil sulfato de sódio 

P ou p 

fosfato 

SH2 

domínio de homologia Src 2 

P, 

íün ortofosfatü 

SH3 

domínio de homologia Stc 3 

PAGE 

eletroforese em gel de polia crilamida 

siRNA 

pequeno RNA de interferência 

PAP 

poli (A) polimerase 

SNAP 

proteína ancoradora de NSF solúvel 

PPG 

porfobilino gênio 

SNARE 

receptor SNAP 

PC 

plastocianina 

snoRNA 

pequeno RNA nucleolar 

PCNA 

antígeno nuclear de proliferação celular 

snRNA 

pequeno RNA nuclear 

PCR 

reação em cadeia da polimerase 

snRNP 

pequena ribonucleo pro teína nuclear 

PDB 

banco de dados de proteínas 

SOD 

s up eróxid o- d ismu tas e 

PDC 

complexo multienzim ático da piruvato-desidrogenase 

S7P 

sedo- hep tul ose -7-f osf at o 

PDE 

fosfodiesterase 

SR 

receptor SRP 

PDGF 

fator de crescimento derivado de plaquetas 

SRE 

elemento regulado poT esteTol 

PDI 

pro teína -d i ssuif c to-isomeras e 

SREBP 

pTo teína ligadora de SRE 

PE 

f osf atid ileta nolamina 

SRP 

partícula de reconhecimento de sinal 

PEP 

fosfoenolpiruvato 

SSB 

proteína ligadora de fita simples 

PEPCK 

PEP-carboxicinasc 

ssDNA 

DNA fita simples 

PFGE 

eletroforese em gel de campo pulsado 

STAT 

transdutor de sinal e a ti va dor da transcrição 

PFK 

fosfüfrutocinase 

STC 

conector marcado por sequência 

PG 

prostagl andina 

STS 

sítio marcado por sequência 

2PG 

2-fosfoglicerato 

SV40 

vírus símio 40 

3PG 

3-fosfogiicerato 

T 

timina 

PGI 

f osf oglicose -is omerase 

TAF 

fator associado a TBP 

PGK 

f os f oglice rato -cinas e 

TBP 

pTo teína ligadora de Tegião TATA 

PGM 

f osf ogiicera to -m u ta se 

TBSV 

vírus do tomate espesso 

PH 

fenilalanina-hidroxilase ou homólogo de plecstrina 

TOA 

ácido tricarboxílico 

Pheo 

feofitina 

TGN 

rede trans Golgi 

PhK 

f os f orila se- cinase 

THF 

t e tra-hid r of o la t o 

PIC 

complexo de pTÓ -iniciação 

TIM 

trio se-f osf at o-i somerase 

PI3K 

fosfoinositídeo 3-cinase 

TLC 

croma tog rafia em camada delgada 

PIP, 

f osf a tidüinositol-4 4-bifosf a to 

TM 

transmembrana 

pk‘ 

piruvato -cinase 

TMV 

vírus do mosaico do tabaco 

PKA 

pro teína -cinase A 

topo 

top ois omerase 

PKB 

proteína-cinase B 

TPP 

pirofosfato de tiamina 

PKC 

pro teína -cinase C 

tRNA 

RNA de transferência 

PKU 

fenilcetonúria 

TS 

timid il ato -sinta se 

PLC 

fosfolipase C 

TTP 

trifosfato de timid ina 

PLP 

piridoxaI-5 '-fosfato 

U 

ura cila 

pmf 

força próton-motriz 

UCP 

proteína desacopladora 

PMP 

piridoxa mina- 5 ' -fosfato 

UDP 

difosfato de uridina 

PNP 

nucieotídeo de purina-fosforilasc 

UDPG 

difosfato de uridina -glicose 

Pol 

DN A -polimeras e 

UMP 

monofosfato de uridina 

PP1 

f os f opTo teína-f osf at ase - 1 

UTP 

trifosfato de uridina 

PPi 

íon pirofosfato 

uv 

ultravioleta 

PPI 

pe ptidil- pro lil -cís-trans-is omerase 

v 

velocidade máxima 

PrP 

proteína priõnica 

VLDL 

lipoproteína de muito baixa densidade 

PRPP 

5-fosforibosil-ct-pirofosfato 

XMP 

monofosfato de xantosina 

PS 

fotossistema 

XP 

xeroderma pigmentoso 

Ptdlns 

fosfatidilinositol 

Xu5P 

xil ulos e-5 -f o sf a to 

PTK 

pro teína -tirosina -cinase 

YAC 

cromossomo artificial de levedura 

PTp 

pro te ína -tirosina -f o sf a tas e 

YADH 

álcool- de sidrogenase de levedura 


